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Patentanspriiche 

1. Verwendung eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat 
5 einer Saccliaxose-6-Phospliat Phosphatase kodiert diirch eine 

Niikleinsau2:esec[uenz mnfassend: 

a) eine Niikleinsaiiiresequenz mit der in SEQ ID N0:1; SEQ ID 
NO: 3 Oder SEQ ID NO: 5 dargestellten Nukleinsanresequenz; 

10 Oder 

b) eine Nulcleinsauresequenz, die sich auf gerund des degene- 
rierten genet ischen Codes dnrch Ruckiibersetzimg aus der 
in SEQ ID NO:2/ SEQ ID NO: 4 Oder SEQ ID NO: 6 dargestell- 
ten AminosS.iireseq[iienz ableiten lafit; oder 

c) foinktionelle Aquivalente der Niikleinsauresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ IP 
N0:1; Oder fxmktionelle Aquivalente der Nukleinsaurese- ' . 

20 quenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 55%_ 

zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle Aqnivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 5' mit einer Identitat von 
mindestens 51% zu der SEQ ID NO: 5; oder 

25 d) eine NuJcleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 

rierten genetischen Codes durch RtickiibersetZTjng der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Aq[uivalents der SEQ ID 
NO: 2, das eine Identiti^t mit der SEQ ID NO: 2 von minde- 
stens 55% aufweist, ableiten laSt; oder eine Nukleinsau- 
0 resequenz, die. sich aufgrund des* degenerierten geneti- 

schen Codes durch Rackiibersetzung der Aminosauresequenz 
eines ftinktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von mindestens 54% auf- 
weist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsauresequenz, die 
35 sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 

Riickubersetzung der Aminosauresequenz eines f\mktionellen 
Equivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der 
SEQ ID NO: 6 von mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; 

40 als Targets ftir Herbizide. 
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2. Pflanzliche Nukleinsaiiresequenzen kodierend ftir ein Polypep- 
* tid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Plios- 
phat Pliospliatase mofassend: 

5 a) eine Nukleinsaiireseq^ienz mit der in SEQ ID N0:1, SEQ ID 

NO: 3 Oder SEQ ID NO: 5 dargestellten NxokleinsSiiresequenz ; 
Oder 

b) eine NxikleinsaiiresequenZ/ die sich aufgnmd des degene- 
iO rierten genetisclien Codes durch RackObersetzTong aus der 

in SEQ ID N9:2/ SEQ ID NO: 4 odeir-SEQ ID NO: 6 dargestell- 
ten Aininosauresequenz ableiten laSt; oder 

c) funktionelle Aquivalente der N\ikleinsauresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von mindest^s 69% zu der SEQ ID 
NO:l; Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 69% 
zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von 

20 mindestens 63% zu der SEQ ID NO: 5; oder 

d) eine Nukleinsauresequenz , die sich aufgruiid des degene- 
rierten genetischen Codes durch RuckObersetzxing der Ami- 
nos Sure sequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 

* 25 NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von minde- 

stens 73% aufweist, ableiten lajst; oder eine Nukleinsau- 
resequenz, die -sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch Riickubersetztong der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von inindestens 73% au'f- 
weist, ableiten laJSt; oder eine N\ikleinsaureseqaenz, die 
sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
• RtickQbersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen 
Equivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der 
35 SEQ ID NO: 6 von loindestens 72% aufweist, ableiten lafit. 

3. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccha- 

rose-6-Phosphat Phosphatase als Target ftir Herbizide kodiert 
von einem Nukleinsauremolekal nach Anspruch 2. 



40 



Verfahren zur Detektion funktionelTer Analoga der SEQ ID 
NO:l, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 5 



a) durch Herstellung einer Sonde gefolgt von anschliefienden 
45* Durchsuchen einer genomischen oder cDNA Bcuak der entspre- 

chenden Spezies; oder 
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b) einer Caniputer-Recherclie* nach azialogen Sec[uenzen in elek- 
tronisclien Datenbanken . 

5 . Expressionskassette umf assend 

5 

a) genetische Kontrollsecjuenzen in fixnktioneller Verkntipfimg 
mit einer Nukleinsauresequenz gemSfi Anspmch 2; oder 



10 



b) zTJsatzliche Funktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) \md W . ^ 

6. Vektor lamfassend eine Expressionsjcassette naeh Anspruch. 5. 

15 7 . Nicht bumaner transgener Organismus vunf as'send mindestens eine 
Nukleinsaiireseccuenz kodierend fiir ein Polypeptid mit der bio- 
logischen Aktivitat einer Sacchaxose-6-Phosphat Phosphatase- 
gemaS Anspruch 2, eine Expressionskassette gemafi Anspruch 5 
Oder einen Vektor gemaS Anspruch 6 ausgewahlt aus Bakterien,* 

20 HefenV Pilzen, tierischen oder pflanzlichen Zellen. 

8 , Verwendxzng eines Polypeptides mit der biologischen Aktivxtat 
einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodiert , durch eine 
KPiikLeins^uresequenz umfassend: 



25 



35 



a) eine Nukleinsa\ireseq[uenz gemaiS Anspruch 2; 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO:l mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID 
NO:l; Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 55% 
zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von 
mindestens 51% zu der SEQ ID NO: 5; oder 



c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 
NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von minde- 

40 stens 55% aufweist, ableiten laSt; oder eine Nukleinsau- 

resequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch Riickiibersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von mindestens 54% auf- 

45 weist, ableiten lafit; oder eine Nxikleinsauresequenz , die 

sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes dvirch 
Ruckvibersetzung der Aminosaxiresequenz eines funktionellen 
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Equivalents der SEQ ID NO: 6/ das eine Identi'tiat mit der 
SEQ ID NO: 6 von mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; 

in einem Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen mit 
5 herbizider Wirkung. 

9 • Verf aiiren zur Identif izierung von Substanzen mit berbizider . 
Wirkung umfassend die folgenden Schritte: 

10 i. Inkontaktbringen eines Polypeptides mit der biologiscben 

Aktivitat einer Saccbarose-6-Phosphat Phosphatase kodiert 
durch eine Nukleinsauresequenz uia£assend: 

a) eine Nukleinsauresequenz gemSJS Anspruch 2; 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ 
ID N0:1 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der 
SEQ ID N0:1; Oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ- ID NO: 3 mit einer Identitat von 

20 mindestens 55% zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle 

Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit 
einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 
NO : 5 ; oder 

25 c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des dege- 

nerierten genetischen Codes durch RuckObersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der 
SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 
von mindestens 55% aufweist, ableiten laSt; oder eine 
Nukleinsaureseq[uenz, .die sich aufgrund des degene-. 
rierten genetischen Codes durch Ruckiibersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der 
SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 
von mindestens 54% aufweist, ableiten laJSt; oder eine 
35 Nukleinsauresequenz, die sich aufgrxand des degene- 

rierten genetischen Codes durch Riickiibersetzung der 
AminosaTiresequenz eines funktionellen Aq[uivalents der 
SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 6 
von mindestens 54% aufweist, ableiten laiSt; 




40 



mit einer oder mehreren Testverbindungen unter Bedingun- 
gen, die die Bindung der Testverbindung(en) an das Nu- 
kleinsauremolekiil oder an die Saccharose-6-Phosphat 
Phosphataseerlauben ; xmd 
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ii. Nachv/eis, ob die Testverbindiong an die Saccharose~6-Phos- 
phat Phosphatase aus i) bindet; Oder' 

iii . Nac±Lweis, ob die Testverbindimg die Aktivitat der Saccha- 
5 rose-6-Phosphat Phosphatase aus i) reduziert oder blok- - 

kiert ; oder 

iv. Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription, 
Translation oder Expression der Saccharose- 6-Phosphat 

10 Phosphatase aus i) reduziert oder blockiert, 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch 'gekeimzeichnet/ dass 

i. Saccharose- 6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine Nu- 
kleinsaxiresecjuenz \imfassend 

a) eine NukleinscLureseqiaenz gemSiS Anspruch 2; 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresecjuenz SEQ 
20 ID lsrO:l mit einer Identitat von mindestens 55% zu der 

SEQ ID N0:1; oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von 
mindestens 55% zu der SEQ ID N0:3; oder funktionelle 
Equivalent e der Niikleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit 
25 einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 

NO : 5 ; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz , die sich aufgrund des dege- 
nerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der 
SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 
von mindestens 55% aufweist, ableiten laSt; oder eine 
Nu}cleinsaureseguenz , die sich aufgmnd des degene- 
rierten genetischen Codes durch Rtickubersetzung der 

35 Aminosaxiresequenz eines funktionellen Equivalents der 

SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 
von mindestens 54% aufweist, ableiten laSt; oder eine 
Nu]cleinsauresequenz , die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Rticktoersetzung der 

40 Aminosaureseq[uenz eines funktionellen Aquivalents der 

SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 6 
von mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; 
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entweder in einem transgenen Organismus exprimiert wird 
Oder ein Organismus, der naturgemas SaGcharose-6-Phosphat 
Phosphatase enthalt, Icultiviert wird; 
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ii. die Saccharose- 6-Phosphat Phosphatase aus Schritt i) im 
Zellaufschluss des transgenen- bzw. nicht transgenen Orga- 
nismus, in partiell gereinigter Form oder in zur Homoge- 
nitat gereinigten Form mit einer Testverbindung in Kon- 

5 takt gebracht wird; und 

iii . sine Testverbindimg selektiert wird, welche die Aktivitat 
der Saccharose-6-Phosphat Phosphatase aus Schritt a) re- 
duziert oder blockiert, wobei die Aktivitat der mit der 

10 Testverbindung inkubierten Saccharose-6-Phosphat. Phospha- 

tase mit der Aktivitat einer nicHt mit einer Testverbin- 
diing inlcubierten Saccharose- 6-Phosphat Phosphatase verg- 
lichen wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekeimzeichnet, dass zior 
Bestimntung der Aktivitat in Schritt iii) Saccharose-6-Phos- 
phat als Siabstrat eingesetzt wird iind das bei der Reaktion 
entstehende Orthophosphat durch Animoni\xcnmolybdat guantifi- 
ziert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es 
die folgende Schritte umfasst: ' 




20 




i. Herstellung eines transgen^ Qrganisinus nach Anspruch 7 
25 Oder eines transgenen Organismus enthaltend eine Nuklein- 

sSuresequenz kodierend ftir ein Polypeptid mit der biolo- 
gischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase 
umfass^d 

b) fxanktionelle &quivalente der Nukleinsauresequenz SEQ 
ID NO:l mit einer Identitat von mindestens 55% zu der 
SEQ ID NO:l; oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsaiiresequenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von 
mindestens 55% zu der SEQ ID N0:3; oder funktionelle 

35 S-quivalente der N\ikleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit 

einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 
NO : 5 ; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des dege- 
40 nerierten genetischen Codes durch Riickubersetzung der 

Aminosaiaresequenz eines f\mktionellen Equivalents der 
SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 
von mindestens 55% aufweist, ableiten lafit; oder eine 
Nvikleinsauresequenz , die sich aufgrund des degene- 
4g rierten genetischen Codes durch Rtickvibersetzung der 

Aminosa\iresequenz eines fxmktionellen Equivalents der 
SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 
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von mindestens 54% aufweist,- ableiten l^t; oder eine 
Nukleinsaxiresequenz, die sich aufgrtmd des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der 
Aminosaiareseqaenz eines fiinktionellen Aquivalents der 
5 SEQ ID NO: 6, das eine IdentitiSt mit der SEQ ID NO: 6 

von niindestens 54% aufweist, ableiten laSt; und 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf den transgenen Organis-- 
mus nach. i) \ind auf einen nicht- transgenen Organismus des 

10 gleicben Genotyps; und 

iii . Bestimmen des Wachstvims oder der Uberlebensf abigkeit des 
transgenen und des nicht tran^sgenen Organismus nach der 
Aufbringung der Testsubstanz; \md 

5 

iv. Selektion von Testsubstanz en, die ein venoindertes Wachs- 
tuin Oder eine eingeschrankte Uberlebensf ahigkeit des 
nicht- transgenen Organismus bewirken verglichen mit dem 
Wachstum des transgenen Organismus, 

20 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass es . * 
in einem pflanzlichen Organismus, einem Cyanobakterium oder 
einem Proteobakterium durchgefiihrt wird, 

25 14. Verfahren zur Identif izierung von Siibstanzen mit wachstumsre- 
gulatorischer Wirkung, dadurch gekennzeichnet , dass es die 
folgende Schritte' umfasst: 

i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine Nu- 
kleinsauresecjuenz kodierend fur ein Polypeptid mit der 
biologischen Aktivitat einer Saccharose- 6-Phosphat Phosp- 
hatase umfassend 



a) eine Nukleinsauresecpienz gemSS Anspruch 2; oder 



35 



b) funktionelle Aquivalente der Niikleinsauresequenz SEQ 
ID N0:1 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der 
SEQ ID N0:1; Oder fiinktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von 
40 mindestens 55% zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle 

Aquivalente der Nulcleinsaiiresequenz SEQ ID NO: 5 mit 
einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 
NO : 5 ; oder 

"45 c) eine Nukleinsauresequenz , die sich aufgrund des.. dege- 

nerierten genetischen Codes durch RtLckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen &c[uivalents der 



m - ^ 
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SEQ ID Nb:2, das eine Identitiat ndt der SEQ ID NO: 2 
von mindesJtens 55% aufweist/ ableiten laSt; oder 
eine Nukleinsaxiresequenz, die sich aaifgirund des dege- 
nerierten genetischen Codes dxxrch Raclcubersetztmg der 
5 Aininosauresec[uenz eines fuiiktionellen Equivalents d.er 

SEQ ID NO: 4, das eine Identitia.t init der SEQ ID NO: 4 
von mindestens 54% aufweist, ableiten laSt; oder 
eine Nukleinsaureseguenz , die sich. aufgrund des dege- 
nerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzxmg der 
10 Aminosaiiresequenz eines funktionellen Equivalents der 

SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 6 
von mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze 
nach i) \and auf eine niclit- transgene Pflanze der gleichen 
Sorte; 

iii . Bestiinmen des Wachstums oder der Dberlebensfahigkeit der 
transgenen -und der nicht trans genen Pflanze nach dem Auf- 

20 bringen der Teststibstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verMndertes Wachs- 
turn der nicht -trans genen Pflanze bewirken verglichen mit 
dem Wachstxmi der transgenen Pflanze. 

25 

15. Verfahren nach einem der AnsprCiche 9 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die .Identif izierung der Substanzen in einem 
High-Throughput-Screening durchgefOhrt wird. 

16. TrMger, der eines oder mehrere der Nukleinsauremolekule nach 
Anspruch 2, oder eine oder mehrere Expressionskassetten nach 
Anspruch 5, einen oder mehrere Vektoren nach Anspruch 6, ei- 

" nen oder mehrere Orgamismen nach Anspruch 7 oder eines oder 

mehrere (Poly) peptide nach Anspruch 3 aufweist. 

35 

17. Verbindungen mit herbizider Wirlcung identif iziert iiber eines 
der Verfahren nach den Ansprtichen 9 bis 13 und 15 . 

18. Verbindungen mit wachstumsregulatorischer Wirkung identif i- 
40 ziert uber das Verfahren nach Anspruch 14 oder 15 . 



19. 



Verfahren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammenset- 
z\mg, dadurch gekennzeichnet dass man 
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a) eine Verbindung mit lierbizider Wirkung liber eines der 
Verfahxen nach den Anspriidien 9 bis 13 und 15 oder eine 
Verbind\ing mit wachstiimsregulatorischer Wirkung nach An- 
spruch 14 Oder 15 identif iziert; und 

5 

b) diese Verbindung zusammen mit geeigneten Hilfsmitteln zu 
Pf lanzenscbutzmitteln mit herbizider oder wachstumsregu- 
latorischer Wirkung formuliert* 

10 20. Verfahren zur Bekampfung von unerwtinschtem Pf lanzenwichs und/ 
Oder zxir Regulatiion des Wachstums Ivori Pflanzen, dadurch ge- 
kennzeichnet, diS man mindestens eine' Verbindung nach An- 
spmich 17 Oder 18 oder eine Zusammensetzimg erhaltlich xiber 
das in Anspruch 19 genannte -Verfahren auf Pflanzen, deren Le- 
il5 bensraum und/ oder auf Samen einwirken laSt. 

21. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 17 oder 18 oder ei- 
ner agrochemischen Formulierung erhS.ltlich -Qber das in An- 
spruch 19 genannte Verfahren in einem Verf aliren nach 2to- 
20 spruch 20. 



^ 25 



35 



40 
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Saccliarose-6-Phosphat Phosphatase als Target f\ir Herbizide 

Die vorliegende Erfindimg betrifft die Verwendomg eines Polypep- 
5 tides mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat 
Phosphatase, welches bei Nichtanwesenheit Wachstumsretardieningen 
sowie chlorotische Blatter bedingt und dxirch die Niikleinsaurese- 
qaenzen SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 oder ein funktio- 
nelles Acjuivalent SEQ ID NG:1, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 5 ko- 
10 diert wird, als Target fiir Herbizide. Des weiteren betrifft die 
vorliegende Erfindung die Verwendimg des -vorstehend genannten Po- 
lypeptides in einem Verfahren zur Identif izierimg von Verbindun- 
gen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung, welche 
Saccharose-6-Phosphat Phosphatase inhibieren. Des weiteren be- 
trifft die Erfindung die Verwendung dieser tiber das Verfahren 
identif izierten Verbind"ungen als Herbizide oder Wachstumsregula- 
toren. 

Das grxmdlegende Prinzip; Herbizide tiber Inhibierung eines defi- 
20 nierten Targets zu identif izieren ist bekannt (z.Bsp. US 

5,187,071, WO 98/33925, WO 00/77185). Generell besteht ein grofier 
Bedarf , Enzyme zu detektieren, welche neue Targets' fiir Herbizide 
darstellen konnten. Gipimde hierfOr sind auftretende Resistenzpro- 
blematiken von an bereits bekannten Targets wirkenden herbiziden 
25 Wirkstoff en und das standige Beraiihen neue herbizide Wirkstof fe zu 
identif izieren, die sich durch einen moglichst breiten Wirktmgs- 
bereich, okologische und toxikologische Vertraglichkeit und/ oder 
geringe Aufwandmengen auszeichnen. 

Die Detektion von neuen Targets ist in der Praxis mit groiSen 
Schwierigkeiten verbunden, da die Hentmung eines Enzyms, das Be- 
standteil eines Stof fwechselweges ist, haufig das Wachstum der 
* Pflanze nicht weiter beeinflusst. Dies kann daran liegen, dass 
die Pfanze auf alternative Stof fwechselwege ausweicht, deren Exi- 
35 stenz nicht bekannt ist, oder dass das inhibierte Enzym nicht li- 
mitierend f^r den Stof fwechselweg ist. Ferner zeichnen sich 
pflanzliche Genome durch eine grofie funktionelle Redundanz aus. 
Im Genom von Arabidopsis thaliana liegen funktional aquivalente" 
Enzyme im Vergleich zu Insekten oder Saugem hauf iger in Genfami- 
40 lien vor (Nature, 2000, 408 (6814) : 796-815) • Diese Annahme wird 
experimentell bestatigt durch die Tatsache, dass grosse Gen- 
Knock-out-Programme durch T-DNA- oder Transposoninsertion in Ara- 
bidopsis bisher weniger ausgepragte Phanotypen lieferten als er- 
wartet (Ciirr, Op. Plant Biol. 4, 2001, pp. 111-117) . 

45- 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, neue 
Targets 2\i identif izieren, die fiir das Wachst\xm. von Pflanzen es- 
sentiell sind bzw. der en Inhibieirung fur die Pflcoize zu einem 
verminderten Wachstiom ftihren, sowie Verfahxen bereitzustellen, 
5 welche zur Identif izierung von Verbindiingen mit berbizider Wir- 
kimg geeignet sind. 

Die Aufgabe wurde gelost durch die Verwendung von einem Polypep- 
tid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Pbosphat 
10 Phosphatase kodiert durch eine NukleinsHuresequenz umfassend 



a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:l; SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 darges tell ten Nukleinsaureseq[uenz; oder 

5 b) eine Nukleinsauresequenz, die sich auf grund *des degenSrierten 
g^netischen Codes durch Rticktibersetzung aus der in SEQ ID 
N0:2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 dargestellten Aminosaure- 
sequenz ableiten ISfit; oder 




20 c) fiinktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequeiiz SEQ ID N0:1^ 
mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ XD N0:1; 
Oder fxinktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID 
NO: 3; oder fuinktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz 

25 SEQ ID NO: 5 itiit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ 

ID NO: 5; oder 

d) eine Nxikleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RQckQbersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 2, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 55% aufweist, 
ableiten lafit; oder eine N\ikleinsauresequenz , die sich auf- 
grund des degenerierten genetischen Codes durch Riicktiberset- 
zung der AminosSuresequenz eines funktionellen Aquivalents 
35 der SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von 

laindestens 54% aufweist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsau- 
resequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes dxirch Riickiibersetzung der Aminosauresequenz eines funk- 
tionellen Equivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat 
40 mit der SEQ ID NO: 6 von mindestens 54% aufweist/ ableiten 

laJSt; 

als Target fiir Herbizide. 



..45 An dieser Stelle werden nun weitere der in der Beschreibung ver- 
wendeten Begriffe definiert. 
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^Af f initats-Tag' : BezeicAnet ein Peptid oder Polypeptide dessen 
kodierende NukleinsSuresequenz mit der erf indimgsgemaiSen NukledLn- 
samresequenz direkt oder mittels eines Linkers uber gangige Klo- 
nierungstechniken fusioniert werden kann. Das Af f initats-Tag 
5 dient zur Isoliertmg, Anreiclaerung und/oder gezielten Aufreini- 
gung des rekombinanten Zielproteins mittels Af f initats-Chromato- 
graphie aus Gesamtzellextrakten. Der oben erwaimte Linker kann 
vorteilhaft eine Protease-Schnitts telle (z.B. fur Thrombin oder 
Faktor Xa) entiialten, wodvLTcb das Af f initats-Tag bei Bedarf vom 
10 Zielprotein abgespalten werden kann. Beispiele fOr gSngige Affi- 
nitats-Tags sind das "His-Tag* z.B. von Quiagen, Hilden, "Strep- 
Tag", das ''Myc-Tag* (Invitrogen, Carlsberg) , das aus einer Chitin 
bindenden Domane und eineiti Intein bestehende Tag von New England 
Biolabs, das Maltose-bindende Protein (pMal) von New England Bio- 
labs imd das sogenannte CBD-Tag- von Novagen. Der Aff initats-Tag 
kann dabei am 5'- oder 3'-Ende der kodierenden Nukleinsaurese- 
quenz mit der fOr das Zielprotein* kodierenden Sequenz angebracht 
sein«- 

20 ^^Expressionskassette" : Einej Expressionskassette enthalt eine er- 
f indungsgem^Se Nukleinsauresequenz funktionell verkniipft mit min- 
destens einem genetischen Kontrollelement , wie einbm Promoter, 
sowie vorteilbaft mit einem weiteren Kontrollelement, wie einem 
Terminator. Die Nukleinsauresequenz der Expressionskasette kann 
25 beispielsweise eine genomische oder eine koicplementare DNA-Se- 
quenz oder eine RNA-Sequenz sowie halb- oder vollsyntbetisclie 
Analoga davon sein. Diese Sequenzen konnen in linearer oder zir- 
kularer Form, extra-chromosomal oder integriert in das Genom vor- 
liegen. Die entsprechenden NukleinsSuresequenzen konnen synthe- 
tisch hergestellt oder nattirlich gewonnen werden oder eine Mi-' 
scliung aus synthetiscben und nattirlichen DNA-Bestandteilen ent- 
balten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabscbnitten ver- 
schiedener Organismen bestehen. 

35 Auch. artifizielle Nukleinsauresequenz en sind bierbei geeignet, 
solange sie die Expression eines durch eine erf indimgsgemaiSe Nu- 
kleinsauesequenz kodierten Polypeptides mit der biologischen Ak- 
tivitat einer Saccharose-6-Pbosphat Phosphatase in einer Zelle 
Oder einem Organisraus ermoglichen. Beispielsweise konnen synthe- 

40 tische Nukleotid-Sequenzen erzeugt werden, die bezuglich der Ko- 
don-Nutzung des von den zu transforcnierenden Organismen optimiert 
wurden. 

Alle vorstehend erwfihnten Nukleotid-Sequenzen sind in an sich be- 
. 45' kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragment-Kondensation einzelner 
Oberlappender , komplementarer ' Nukleotidbausteine der Doppelhelix 
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herstellbar. Die chendsche Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise in bekannter Weise nach der Phosphoamiditmethode 
(Voet, Voet, 2. Auflage/ Wiley Press New York, Seite. 896-897) er- 
folgen. Bei der Praparation* einer Expressionskassette konnen ver- 
5 schiedene DNA-Fragmente so manipuliert werden, dass eine Nukleo- 
tid-Seqaenz mit korrekter Leserichitung \md korrektem Leseraster 
erhalten wird. Die Verbindung der Nukleinsanre-Fragmente unter- 
einander erfolgt liber allgemeine Klonieningstechniken wis sie 
beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, ^Mo-- 
10 lecular Cloning: A Laboratory Manual ^ , • Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Haxbor, NY (1'989) sqwie: in T.J. Silhavy, M.L. 
Herman und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring : Harbor , NY (1984) imd in 
Ausubel, F.M. at al . , ^^Current Protocols in Molecular Biology", 
Greene Publisbing Assoc • and Wiley- Interscience (1994) besclirie- 
ben sind. 

^^Funktionelle Verkniipfung" : Unter einer funktionellsn oder opera- 
tiven Verkniipfung verst'ebt man die sequenzielle Anordnimg regula- . 
20 tiver Sequenzen bzw. genetischer Kontrollelemente derart, dalS 
jede der regulativen Secjuenzen bzw. jedes der genetischer Kon- 
trollelemente ihre Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemafi erfiillen kann. 

25 '^Funktionelle Aquivalente'' beschreibea hier Nukleinsa\irese<iaen- 
zen, die \inter Standaxdbedingungen mit der Nukleinsauresequenz 
*SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 5 oder Teilen der SEQ ID 
N0:1, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 5 hybridisieren und befahigt 
sind, die Expression eines Polypeptides mit der biologischen Ak- 
tivitat einer Saccharose-S-r-Phosphat Phosphatase in einer Zelle 
oder einem Organismus zu bewirken. 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide mit ei- 
ner LSnge von etwa 10-50 bp, vorzugsweise 15-40 bp beispielsweise 

35 der konservierten oder sonstigen Bereiche, die \iber Vergleiche 
mit anderen verwandten Genen in dem Fachmann bekannter Weise er- 
mittelt werden konnen, verwendet. Es konnen aber auch langere 
Fragmente der erf indiingsgemafien Nukleins^uren mit einer Lange von 
100-500 bp Oder die vollstSndigen Sequenzen fiir die Hybridisie- 

40 rung verwendet werden. Je nach der verwendeten Nukleins^xire/Oli- 
gonxikleotid, der Lange des Fragmentes oder der vollstandige Se- 
quenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart , d.h. DNA oder RNA, 
fixr die Hybrid! si erung vean^rendet werden, variieren diese Stan- 
dardbedingungen . So liegen beispielsweise die Schmelzteit^eraturen 
'.'45 ftir DNA:DNA-Hybride ca .10 °C niedriger als die von DNA:RMA-Hybri- 
den gleicher LSnge. 
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Unter Standardhybridisierungsbbedingimgen sind beispielsweise je 
nach Niikleinsaiire Temperaturen zwisclieii 42 \md 58**C in einer waS- 
ri gen Puf f erlosung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x 
BSC (1 X SSC = 0,15 M NaCl/. 15 mM Natrixxmcitrat, pH 7,2) oder zu- 
5 satzlich in Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42®C in 
5 X SSC, 50 % Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen 
die Hybridisiertangsbedingungen fiir DNA:DNA-Hybride bei 0,1 x SSC 
und Temperaturen zwiscben etwa 20''C bis SS^'C, bevorzugt zwischen 
etwa 30°C bis 45°C.. Filr DNA : RNA-Hybr ide liegen die Hybridisie- 
10 nmgsbedingimgen vorteilhaf t bei 0,1 x SSC und Temperaturen zvrL^ 
schen etwa SO^'C bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 45''C bis 55°C. 
Diese angegebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind bei- 
spielhaft kalkulierte Schmelztemperatiirwerte fur eine Nxikleinsau- 
re mit einer Lange von ca, 100 Nukleotiden und einem G + C-Gehalt 
von 50 % in Abwesenheit von Fdnnamid. Die exp'erimentellen Bedin- 
gungen fOr die DNA-Hybridisienmg sind in einschlagigen Lehrbii- 
chem der Genetik, wie beispielsweise Sambrook et al., ^'Molecular 
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise 
20 abhangig von der L&age der NukleinssLuren, der Art der Hybride 

Oder dem G + C-Gehalt berechnen, Weitere Inf ormationen zur Hybri- 
disierung kann der Fachmann folgenden Lehrbuchem 'entnehmen: Aus- 
ubel et al. (eds) , 1985, ^'Current Protocols in Molecular Bio- 
logy", John Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 
25 1985, ^Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach'', IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Es- 
sential Molecular Biology: A Practical Approach, lEL Press at Ox- 
ford University Press, Oxford. 

Unter. einem funktionellen Equivalent der SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 versteht man weiterhin auch Nukleinsauresequen- 
•zen die loit der SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 5 bis zu 
- ^ einem definierten Prozentsatz homolog bzw. identisch sind und 
femer insbesondere auch nattirliche oder kOnstliche Mutationen 
35 der vorstehend genannten Nukleins^uresequenzen, die fxir ein Poly- 
peptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat 
Phosphatasekodieren . 

Es werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die 
40 vorliegende Erfindimg mit inafasst, welche man durch Modifikation 
der vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen erhalt. Beispiel- 
haf t konnen solche Modif ikationen durch dem Fachmann gelaufige 
Techniken, wie "Site Directed Mutagenesis', "Error Prone PCR" , 
"DNA-shuffling" (Nature 370, 1994, pp. 389-391) oder ''Staggered 
45 Extension Process" (Natvire Biotechnol . 16, 1998, pp. 258-261) er- 
zeugt werden. Ziel einer solchen Modifikation kann z.B.. die Ein- 
fxigung weiterer Restriktionsenzymschnittstellen, die Entfemung 
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von DNA zTir VerkOrzimg der Sequenz, der Austausch von Nukleotiden 
zux Codon-Optimierung oder das Hinzuftigen weiterer Sequenzen 
sein, Profceine, die iiber modifiziexte Nxikleinsaxiresequenzen ko- 
diert wexden, nnissen trotz abweichender Nulcleinsauresequenz noch 
5 die gewCinscliten Panktionen besitzen. 

Der Begrif f des funktionellen Aquivalents kann sich auch auf das 
durch die entsprechende Nukleinsauresequenz kodierte Aminosaure- 
secjuenz beziehen. In diesem Fall beschreibt der Begrif f funktio- 
10 nelles Equivalent ein Protein, dessen Aitdnosauresequenz init der 
SEQ ID NO: 2, SEQ ID -NO: 4 oder SEQ ID NO: 6^ bis zu einem definier- 
ten Prozentsatz identisch bzw-. homolog is't, 

Funktionelle Aquivalente umfassen somit nattirlich vorkoramende Va- 
lis rianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kiinstliche, z.B* 
durch chemische Syn these erhaltene, an den Kodon-Gebrauch adap- 
tierte Nukleins^uresequenzen bzw. die davon abgeleiteten Amino- - 
s aur es eguenz en . 

20 ^'Genetische Kontrollsequenz" beschreibt Sequenzen, die einen Ein- 
fluss auf die Transkription und gegebenenf alls Translation der 
®^fi^d"ungsgemaSen Nukleinsauren in prokaryotischen oder eukaryon- 
tischen Organismen haben. Beispiele bierfur sind Promotoren, Ter- 
minator en Oder sogenannte ""enhancer*^ Sequenzen. Zusatzlich zu 
25 diesen Kontroll sequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die 
nattirliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen 
StruktTirgenen noch vorhanden sein irnd gegebenenf alls genetisch so 
modifiziert worden sein, dass die nattirliche Regulation ausge- 
schaltet und die E3<pression des Zielgens modifiziert, also erhoht 
Oder emiedrigt wurde. Die Auswahl der Kontroll sequenz erfolgt 
abhangig vom Wirtsorganisnois oder Ausgangsorganismus . Genetische 
Kontroll sequenz en lamfassen femer auch die 5 '-untranslatierte Re- 
gion, Introns oder die nichtkodierende 3 '-Region von Genen. Als 
Kontroll sequenz en sind weiterhin solche zu verstehen, die eine 
35 homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines Wirtsor- 
ganismus ermoglichen. oder die Entfera\ing aus dem Genom erlaxiben. 
Genetische Kontroll sequenz en uiafassen auch weitere Promotoren, 
Promotorelemente oder Minimalpromotoren, sowie die Chromatin- 
struktur beeinf lussende Sequenzen (z.B. Matrix attachment regions 
40 (MAR'S)) die die express ions steuemden Eigenschaf ten modifizieren 
konnen. So kann durch genetische Kontroll sequenzen z\m Beispiel 
die gewebespezifische Expression zusatzlich abhangig von bestimm- 
ten Stressfaktoren erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Bei- 
spiel fiir Wasserstress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol 
;'45 Chem 1991; 266(26): 17131 -17135), Kalte- "und Trockens tress 
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(Plant Cell 1994, (6) : 251-264) und Hitzestress (Molecular & Ge- 
neral Genetics, 1989, 217(2-3): 246-53) beschrieben. 

^Homologie" zwischen zwei Nukleinsauresequenzen oder Polypeptid- 
5 sequenzen wird durch die Identitat der Nukleinsa\iresequenz/Poly- 
peptidseqpaenz liber die jeweils gesamte SequenzlSnge definiert, 
die durch Vergleich. mit flxlfe des Programmalgorithmus ClnstalW 
(Thon^son, J.D. , Higgins, D.G. and Gibson; T.J. (1994) Nucleic 
Acids Res. 22:4673-80) unter Einstellung folgender Parameter: 
10 . . 

GAP Penalty 15.00 DNA transition weight: 0.5 

GAP Length Penalty 6.66 Protein weight matrix: Gonnet Series 

Delay divergent Seq^ (%) 30. DNA weig^it matrix: lUB 

^^^^ berechnet wird. 

Anstelle des Begriff "^homolog" oder ""Homologie" wird im Folgenden 
. auch gleichbedeutend der Begriff Identitat verwendet. 

20 ^Mutationen" von Nu3clein- oder AminosSuresequenzen \ntifassen Sub- 
. stitutionen (=Ersetzungen) , Additionen (Hinzufugung) , Deletionen 
(Loschung) , Inversion (Veranderungen) oder Insertionen (Einfagun- 
gen) eines oder mehrerer Nukleotidreste, wodurch sich auch die 
entsprechende Aminosauresecjuenz des Zielproteins mittels Substi- 

25 tution. Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Aminosauren 
verandem kann, wobei jedoch insgesamt die funktionellen Eigen- 
schaften des Zielproteins im wesentlichen beibehalten werden. 

• ""Naturliche genetische Umgebung" meint den natlirlichen chromoso- 
maLen. Locus in dem Herkunftsorgeuaismus. Im Fall einer genomischen 
Bibliothek ist die nattirliche genetische Umgebung der Nukleinsau- 
resequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhalten. Die Umge- 
bung flankiert die N\ikleinscLuresequenz zumindest an 5'- oder 
3'-Seite und hat eine Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevor- 
35 zugt mindestens 100 lorp, besonders bevorzucft mindestens 500 bp, 

ganz besonders bevorzugt mindestens 1000 bp, am meisten bevorzugt 
mindestens 5000 bp. 

"■^Pflanzen'^ im Sinne der Erfindung sind Pf lanzenzellen, -gewebe, 
40 -organe oder ganzen Pflanzen wie Samen, Knollen, Bltiten, Pollen, 
Fruchte, Samlinge, V\furzeln, Blatter, Stengel oder sonstige Pfl'an- 
zenteile zu verstehen, AiiiSerdem ist unter Pflanzen Veijaehrungsma- 
terial wie Samen, Fniichte, Samlinge, Stecklinge, Knollen, 
Schnitte oder Wurzelstocke zu verstehen. 
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''Reaktionszeif bezeichnet die Zeit, die man ftir die Dxirchftihnang 
eines Aktivitatstests bis z\mL Erlialt einer signif ikanten Aussage 
tiber eine Aktivitat bendtigfc mid hangt sowohl vonder spezif isclien 
Aktivitat des iiQ Test eingesetzten Proteins als auch von der ver- 
5 wendeten Methode und der Ernpf indlichkeit der verwendeten GerSte 
ab. Dem Fachmann ist die Ermittlxing der. Reaktionszeiten bekannt, 
Bei auf pbotometrischen Metboden basierenden Verfahren zur Iden- 
tifizierung von Verbindungen mit herbizider Wirlcung liegen die 
Reaktionszeiten beispielsweise im allgemeinen zwischen > 0 bis 
10 120 Minuten, 

'^Rekombinante DNA" beschreibt eine Kornbination von DNA-Seqxienzen 
berstellbar dnrch rekombinante DNA-Technologie . 

5 ^Rekombinate DNA-Technologie*' : allgemein bekannte Techniken zur 
PQsionier\mg von DNA-Sequenzen (z.B. beschrieben in Sambrook et 
al., 1989, Cold Spring Haboxir, NY, Cold Spring Habour Laboratory 
Press) . 

20 ^Replikationsursprtiage" gewahrleisten die Vermehrung der erfin- 
dungsgem^en Expressionskassetten odet Vektoren in Mikroorganis— 
men iind Hefen z,B. der pBR322 ori oder der P15A ori in E, coli 
(Sambrook et al.: ''Molecular Cloning. A Laboratory Manual'', 2nd 
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 
25 1989) xmd der ARSl ori in Hefe (Nucleic Acids Research, 2 000, 
28 (10) : 2060-2068) . 

''Reportergene'' kodieren fiir leicht quantif izierbare Proteine. 
Uber Wachsturos-, Fluoreszenz-, Chemo-, Biolumineszenz- oder Re- 
sis tenzassay Oder iiber eine photometrische Messung (Eigenfarbe) 
Oder Enzymaktivitat kann mittels dieser Gene eine Bewerttmg der 
Transf ormationsef f izienz oder des Express ionsortes oder -zeit- 
punktes vorgenommen werden, Ganz besonders bevorzugt sind dabei 
Reporter-Pro teine (Schenbom E, Groskreutz D. Mol Biotechnol . 
1999; 13(l):29-44) wie das "green fluorescence protein'' (GFP) 
(Gerdes HH and Kaether C, FEBS Lett, 1996; 389(1) :44-47; Chui WL 
et al., Curr Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al . , Biotechni- 
ques. 23 (5):912-8, 1997), die Chloraraphenicolacetyltransf erase, 
eine Luzif erase (Giacomin, Plant Sci 1996, 116:59-72; Scikantha, 
J Bact 1996, 178:121; Millar et al.. Plant Mol Biol Rep 1992 
10:324-414), sowie Luzif erasegene, im allgemeinen die P-Galactosi 
dase Oder die P-Glucuronidase (Jefferson et al . , EMBO J. 1987, 6, 
3901-3907) Oder das Ura3-Gen. 

^^Selektionsmarker" verleiben eine Resistenz gegen Antibiotika, 
Oder andere toxische Verbindungen: Beispielhaft zu nennen seien 
hier das Neomycin-Phospho transf eras e-Gen, das eine Resistenz ge- 
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gen die Aininoglycosid-Antibiotika Neomycin (6 418) , Kananrycin, 
Paromycin (Deshayes A et al , , EMBO J. 4 (1985) 2731-2737), das 
sul Gen kodierend ftir eine mutierte Dihydropteroat Synthase (Gue- 
arineau F et al.. Plant Mol Biol. 1990; 15 (1) : 127-136) , das Hygro- 
5 mycin B Phosphotransf erase-Gen (Gen Bank Accession NO: K 01193) 
Tjnd das shble Resi'stenzgen, das eine Resistenz gegen die Bleonty- 
cin Antibiotika wie zB. Zeocin verleiht. Weitere Beispiele fur 
Selektionsmarker-Gene sind Gene, die eine Resistenz gegen 2-Deso- 
xyglucose-6-phosphat (WO 98/45456) oder Phosphinotricin etc. ver^ 
10 leihen oder solche, die eine Antimetaboliten-Resistenz verleihen, 
ziam Beispiel das dhfr-Gen (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 
13 (1994) 142-149). Geeignet sind f emer. Gene wie trpB oder hisD 
(Hartman SC and Mulligan RC, Proc Natl Acad Sci USA. 85 (1988) 
8047-8051). Geeignet ist.auch das Gen der Mannose-Phosphat Iso- 
merase (WO- 94/20627) , das ODC (Omithin-Decarboxylase) Gen 
(McConlogue, 1987 in: Current Communications in Molecular Bio- 
logy*/ Cold Spring Harbor Laboratory, Hrsg.) oder die Deaininase 
aus Aspergillus terreus (Tamura K etal . , Biosci Biotechnol Bio- 
chem. 59 (1995) 2336-2338). 

20 

"Transformation'' beschreibt einen Prozess zur Einfiihrung hetero- 
loger DNA in eine pro- oder eukaryontische Zelle, kit einer 
transformierten Zelle ist nicht nur das Produkt das Transf ormati- 
onsprozesses an sich beschrieben, sondem auch alle transgenen 
25 Nachkommen des durch die Transformation hergestellten transgenen 
Organi'smus 

'^Target/Target Protein* : ein Polypeptid codiert Ober die erf in- 
dungsgemaiSe Nukleinsauresequenz , welches ein Enzym im klassischen 
Sinne sein kann oder z.B. ein Strukturprotein, ein fur Entwick- 
lungsprozesse relevantes Protein, Regulationsproteine wie Trans- 
kriptionsfaktoren, Kinasen, Phosphatasen/ Rezeptoren, Unterein- 
heiten von Kanaien, Transportproteine, regulatorische Unterein- 
heiten die einem Enzymkorc^lex eine substrat- oder Aktivitatsregu- 
35 lation verleihen. Allen Targets oder Wirkorten gemein ist dabei, 
dass deren funktionale Anwesenheit essentiell fur das Uberleben 
oder die normale Entwicklung \ind das Wachstim sind. 

"^Transgen" : Bezogen auf eine N\ilcleinsauresequenz , eine Expres- 
40 sionskassette oder einen Vektor enthaltend eine erf indungsgemaSe 
Nukleinsauresequenz oder einen Organismus transf ormiert mit der 
vorstehend genannten N\xkleinsclureseq[uenz , Expressionskassette 
Oder Vektor beschreibt der Ausdruck transgen alle solche durch 
gentechnische Methoden hergestellten Konstnxktionen, in denen 
45 sich entweder die Nukleinsa\iresequenz des Zielproteins oder edLne 
mit der Nukleinsauresequenz des Zielproteins funktionell ver- 
kntipfte genetische Kontrollsequenz oder eine Kombination der 
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vorstehend genaimten Moglichkeiten sich niciit in ihrer nattirli- 
ch.en genetischen Umgebimg bef inden oder. durch gentec±m.ische Me- 
1:±Loden modifiziert wxorden. Die Modifikation kann hier beispiels- 
weise Ober Mutation eines oder mebrerer N\ikleotidreste der ent- 
5 spredienden Nukleinsauresecjuenz erreicht warden. 

Saccharose-6-phospliat Phospliatase^ ein im Cytosol lokalisiertes 
Enzym der Saccharose-Biosynthese, katalysiert die Urowandlvmg von 
Saccharose-S-phosphat zu Orthophosphat und Sacciiarose. Saccha- 

10 rose-6-phospiaat stammt aus der von der- Saccharose- 6-phosphat Syn- 
thase katalysierten keaktfon, in der IJDP-Glukose iind Fruk- 
tose- 6-phosphat zu S*accharose-6~phosphat umgewandelt werden. 
Neuere Daten sprechen filx einen Assoziation der Saccha- 
rose-6-phosphat Synthase und Saccharose- 6-phosphat Phosphatase in 

15 einem Proteirikon5)lex (Eccheveria et al. 1997, Plant Physiology 
115, 223), was auf eine regulatorische Funktion der Saccha- 
rose- 6-phosphat Phosphatase hindeuten konnte. Ob die Saccha- 
rose-6-phosphat Phosphatase fur die Pflanze essentiell ist, ist 
nicht bekannt. 

20 

Die Kloniemong von Saccharose-6-phosphat Phosphatase kodierenden 
Genen aus verschiedenen Pf lanzspezies ist in der Literatur be- 
schrieben {Luna et al . , 2000, Procl. Natl. Acad. Sci . USA 97: 
12914) , wobei es allerdings keine Untersuchungen zur in planta 
25 Funktion des Enzyms gibt. 



•- 



Bekannt sind drei fOr' Saccharose- 6 -Phosphat Phosphatase kodie- 
rende Nukleinsa\iresequenzen sowie Proteinsequenzen aus Arabidop- 
sis thaliana, Gen Bank Acc. No AF 283565 und AAG31075 (IdentitSt 
zur Seq ID N0:1 = 68%; Identitat zur Seq ID NO: 2 = 72%; Identit^t 
zur SEQ ID NO: 3 = 68%; Identitat zur Seq ID NO: 4 = 72%; IdentitSt 
zur SEQ ID NO: 5 = 61%; Identitat zur Seq ID NO: 6 = 71%), Gen. 
Bank Acc. No. AF434711 und AAL30747 (Identitat zur Seq ID N0:1 = 
55%; Identitat zur Seq ID NO: 2 = 55%; Identitat zur SEQ ID NO: 3 = 
35 56%; Identitat zur Seq ID NO: 4 = 54%; Identitat zur SEQ ID NO: 5 = 
51%; Identitat zur Seq ID NO: 6 = 54%) sowie Gen. Bank Acc. No. 
AF356816 xmd AAK4023 5 (Identitat zur Seq ID NO : 1 = 62%; Identitat 
zur Seq ID NO: 2 = 60%; Identitat zur SEQ ID NO: 3 = 63%; Identitat 
zur Seq ID NO: 4 = 61%; Identitat zur SEQ ID NO: 5 = 59%, Identitat 
zur Seq ID NO: = 60%) , drei ftlr Saccharose-6-Phosphat Phosphatase 
kodierende Nukleinsauresequenzen aus Triticuin aestivuiu. Gen Bank 
Acc. No AY0291S9 und AAK317a9 (Identitat zur Seq ID N0:1 = 62%; 
Identitat z\ir Seq ID NO: 2 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO: 3 = 61%; 
Identitat zxir Seq ID NO: 4 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO: 5 = 56%; 
Identitat zur Seq ID NO:6 = 64%), Gen. Bank Acc. No. AF321557 und 
AAK09372 (Identitat zur Seq ID N0:1 = 61%; Identitat zur Seq ID 
NO: 2 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO: 3 = 60%; Identitat zur Seq ID 
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NO: 4 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO: 5 = 60%; Identitat zur Seq ID 
N0:6 = 64%) sowie Gen. Bank Acc. No, AF321556 und AAK09371 (Iden^ 
titat zur Seq ID N0:1 = 67%; Identitat zoir Seq ID NO: 2 = 64%; 
Identitat zur SEQ ID NO: 3 =. 60%; Identitat zur Seq ID NO:4 = 64%; 
5 Identitat zur SEQ ID NO: 5 = 61%; Identitat zur Seq ID NO: 6 = 
64%) , eine Saccharose-6-Phospliat Phospliatase kodierende Niiklein- 
sauresequenzen aus Medicago trunculata. Gen Bank Acc. No AF283566 
und AAG31076 (Identitat zur Seq ID N0:1 = 67%; Identitat zur Seq 
ID NO: 2 = 67%; Identitat zur SEQ ID NO: 3 = 67%; Identitat zur Seq 
10 ID NO: 4 = 69%; Identitat zur SEQ ID NO: 5,= 62%; Identitat zur Seq 
ID NO: 6 = 66%) und eine Saccharose-6-Fliosphat Phosphatase kodie- 
rende Nukleins^uresequenzen aus Zea mays.. Gen Bank Acc. No 
AAG31074 (Identitat zur Seq' ID N0:2 ='62%; Identitat zur Seq ID 
NO: 4 = 63%; Identitat zur Seq ID NO: 6 =* 63%) • 




Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde tiberraschenderweise. 

gefunden, dass Pflanzen, in denen gezielt die Aktivitat der Sac- 

charose-6-Phosphat Phosphatase verringert wurde Phanotypen auf- 

wiesen, die mit durch Herbizdidapplikation erzeugten PhSnotypen 

20 vergleichbar sind. Beobachtet warden Wachstuinsretardieirungen \md 

chlorotische Blatter sowie in einigen Fallen das Absterben- ganzer 

t 

Pflanzen oder von Pf lanzenteilen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von ei- 
25 nem Polypeptid init der biologischen Aktivitat einer Saccha- 
rose-6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine N\ikleinsa\irese- 
quenz umf assend 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1; SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RQckCLbersetzung aus der in SEQ ID 

NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 dargestellten Aitdnosaure- 
35 sequenz ableiten laSt; oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID N0:1 
mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID N0:1; 
f\mktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 

40 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO: 3; 

Oder f\inktionelle Aquivalente der N\ikleinsaiare sequenz SEQ ID 
NO: 5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 
NO : 5 ; 



. 45 d) 



eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes dxjirch Rackiibersetzung der Amino saure sequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO: 2, das eine 
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IdentitiSt mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 55% aufweist, 
ableiten lafit; oder eine Nukleinsaiiresequenz, die sich auf- 
gnmd des degenerierten genetischen Codes diirch Rxickuberset- 
zung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aguivalents 
der SEQ ZD NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von 
mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; oder eine NnkleinsSu- 
resequenz, die sich aufgnmd des degenerierten genetischen 
Codes diircli RiickiLbersetzung der Aminosauresequenz eines fixnk- 
tionellen Equivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO: 6 von mindestens- 54% aufweist, ableiten 
l^t; 

als Target far Herbizide. Die funktionellen Aquivalente nach c) 
xind d) zeichnen sicb durch eine gleiche Funktionalitat aus, d.h. 
sie haben die physiologische Ftinktlon einer Saccharose- 6 -Phosphat 
Phosphatase. 

Die oben genannten Nxikleinsauresequenzen stammen vorzugsweise aus 
einer .Pflanze z.B. aus einer Pflanze aus der Familie der Solana- 
20 cean. 

Die erfindungsgemaSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID 110:1 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No:l von mindestens 55%, 
56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%,' 66%, 67%, 68% 
25 vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise 
mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt 
mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% 
besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf 

• 0 . . 
Die erfindiiiigsgemafien fvinktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 2 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 2 von mindestens 55%, 
- 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64% vorzugsweise minde- 
stens 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, vorzugsweise ndnde- 
35 stens 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% be- 
vorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% auf. 



40 Die erfind-ungsgemaSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 3 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 55%, 
56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68% 
vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugswei- 
se mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevor- 
-45 zugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% auf. 
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Die erfindungsgemaJSen fimktionellen Ac[uivalente der SEQ ID NO: 4 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 4 von itiindestens 54%, 
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62% vorzugsweise mindestens 
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72% vorzugsweise 
S mindestens 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82% be- 
vorzugt mindestens 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%^ 
98%, 99% auf . 

10 Die erfindxangsgemafien fTonktionellen Aquiyalente der SEQ ID NO: 5 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 5- von mindestens 51%, 
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62% vorzugs- 
weise mindestens 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 
72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 
80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 
89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die erf indungsgemaiSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 6 
20 weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 6 von mindestens 54%, 
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64% vorzugsweise 
mindestens 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71% vorzugsweise minde- 
stens 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% 
bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
25 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% auf. 

Weiterhin werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung NukleinsSu- 
resec[uenzen beansprucht kodierend ftlr ein Polypeptid mit der bio- 
logischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase um- 
f assend: 

a) eine Nukleinsaureseqaenz mit der in SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 dargest^iten NukleinsSuresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresec[uenz, die sich aufgr\ind des degenerierten 
genetischen Codes durch RQckiibersetzung aus der in SEQ ID 

NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 darges tell ten Aminosaure- 
seG[uenz able! ten la&t; oder 

40 

c) f\inktionelle Aquivalente der Nukleinsauresec[uenz SEQ ID NO:l 
Eciit einer Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID N0:1; 
Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID 

45 NO: 3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaviresequenz 




35 
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SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu der SEQ 
ID NO: 5; oder 

d) eine Nukleinsauresequenz , die sicla aufgxund des degenexierten 
5 genetischen Codes durch RCickQlDersetz'ung der Aminosaiiresequenz 

eines funktionellen A<g[aivalents der SEQ ID NO: 2, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 73% aufweist, 
ableiten laSt; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich. auf-- 
grund des degenerierten genetisch.en Codes dxircli Ruckuberset- 
10 znng der Aminosanresequenz eines funktionellen Aquiyalents 

der SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat -mit der SEQ ID NO: 4 von 
mindestens 73% auf waist, ableiten laift; oder eine Nnkleinsau- 
resequenz, die sich aufgnmd des degenerierten genetischen 
Codes diirch Ruckiibersetzung der Aminosanresequenz eines fimk- 
15 tionellen Aquivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat 

mit der SEQ ID NO: 6 von mindestens 72% aufweist, ableiten 
lafit , 

Die oben genannten Nukleinsa\rceseq[uenzen stammen aus einer 
20 Pflanze z.B. ans einer Pflanze aus der Familie der Solanacean, 

Ebenfalls beansprucht .werden die durch die vorstehend genannten 
Nukleinsauresequenzen kodierten Polypeptide. Die f-anktionellen 
Aquivalente nach c) und d) zeichnen sich diirch eine gleiche Funk- 
25 tionalitat ans, d,h. sie haben die physiologische Funktion einer 
SaGcharose-6-Phosphat Phosphatase. 



Die erf indnngsgonaBen funktionellen Aquivalente der SEQ ID N0:1 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No:l von itiindestens 69%, 
70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 
87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt itiinde- 
stens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf . 



35 Die erf indxingsgemalSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 2 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No: 2 von mindestens 73% vor- 
zugsweise mindestens 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 
83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 

40 98%, 99% auf. 

Die erf indungsgemafien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 3 
weisen eine Identitat- mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 69%, 
70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 
."45 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 
87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt minde- 
stens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 
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Die erf indungsgemaSen fimktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 4 
weisen eine Identit^t mit der SEQ ID No: 4 von mindestens 73% vor- 
zugsweise mindestens 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 
83% bevorzugt mindestens 8'4%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
5 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% auf . 

Die erf indimgsgemafien fnnktionellen Aguivalente der SEQ ID NO: 5 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No: 5 von mindestens 63%, 
10 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% voirzugswei- 
se mindestens 75%, -76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevor- 
zugt mindestens 84%', 85%, 86%, 87%, 8'8%.,"89%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93% besonders bevorzugt rtdndestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

•99% auf . 
Die erf indungsgemeLfien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 6 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No: 6 von mindestens 72%, 73.% 
vorzugsweise mindestens 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 
82%., 83%. bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 
20 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%,. 96%, 
97%, 98%, 99% auf. 

Die Nukleinsauresequenzen kodierend fiir ein Polypeptid mit der 
biologiscben Aktivitat einer Saccharose- 6-Phosphat Phosphatase 
25 umfassend 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1; SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

• b) eine Nukleinsauresec[uenz, .die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Riickiibersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO : 5 dargestellten Aminosaure- 
' . - sequenz ableiten lafit; oder 

35 c) funktionelle Aquivalente der Niikleinsaureseqaenz SEQ ID N0:1 
mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:l; 
Oder f\anktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID 
NO: 3; Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaxiresequenz 

40 SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ 

ID NO : 5 ; oder 

d) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID N0:1 
mit einer Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID N0:1; 
45 Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaiiresequenz SEQ ID 
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NO: 3 lait einer Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID 
NO: 3; Oder fvmktionelle Aqaivalente der Niddeinsauresequenz 
SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu der SEQ 
ID NO:S; oder 

5 

e) eine Nu3cleinsaureseq[uenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durcti Riickubersetzung der Aminosauresequenz 
eines fixaktionellen Aqiaivalents der SEQ ID NO: 2, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 73% aufweist, 

10 ableiten laSt; oder eine NukleinsSuresequenz , die si.cli auf- 

grund des degenerierten genetisclien Codes durch Ruclcuberset- 
zung der Aminosauresequenz eines fimktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von 

• mindestens 73% aufweist, ableiten lafit; oder eine N\ikleinsau- 
15 resequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti^chen 

Codes durch Rucloibersetziing der Aminosaurese<iuenz eines funk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO: 6 von mindestens 72% aufweist, ableiten 
laJSt; Oder 

20 

f) eine NukleinsS-uresequenz , die sich auf gorund- des degenerierten 
genetischen Codes, durch Rtickubersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO: 2, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 55% aufweist, 

25 ableiten laSt; oder eine NukleinsSuresequenz, die sich auf- 

grund des degenerierten genetischen Codes dvixch Riickuberset- 
zung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von 

• mindestens 54% aufweist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsau- 
30 resequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 

Codes durch Riickiibersetzung der Aminosauresequenz eines f\mk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat 
r mit der SEQ ID NO: 6 von mindestens 54% aufweist, ableiten 

last; 

35 

werden im folgenden als ^erf indungsgemafie Nukleinsauresequenzen" 
bezeichnet. Die durch eine erf indungsgemaSe Nxikleinsauresequenz 
kodierten Polypeptide mit der biologischen Aktivitat feiner Sac- 
charose-6-Phosphat Phosphatase werden im folgenden der Einfach- 
40 heit halber als ^^SSP" bzeichnet. 

SSPs verursachen in reduzierter Menge Wachstumsretardieriingen so- 
wie nekrotische Blatter in Pflanzen. Eine Reduktion des Polypep- 
tides bedeutet, daS die Menge des Polypeptides Ober gentechnische 
..45 Methoden reduziert wird. Verglichen wird eine derartig modifi- 

zierte Pflanze mit einer Pflanze, die beziiglich dieses Polypepti- 
des keine genetischen Modif ikationen aufweist, ansonsten aber mit 
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dem Genotyp der genetisch manipulierten Pf lanze identisch ist xin- 
ter identischen Wachst-ujnsbedingimgen . 

Die Genprodukte der erf indimgsgemaiSen Nukleinsaiiren stellen neue 
5 Targets ftir Herbizide dar, welche die Bereitstellung neuer Herbi- 
zide zur Bekarapfung unerwtoschter Pflanzen ermoglichen, 

Unter vinerwtiaschten Pflanzen sind im weitesten Sinne alle Pflan- 
zen zu verstehen^ die an Orten aufwachsen, an denen sie \mer- 
10 wunscht sind, zoom Beispiel: 

Dikotyle Unkrauter der Gattungen: Sinapls, LepidiujUr Galium, 
Stellaria, jMatricaria, Anthemls, Galihsoga, Chenopodium, Urtica, 
Senecio, Amaranthus r Portulacar Xanthium, Convolvulus, Ipomoea, 
Polygonum, Sesbania, Ambrosia, Cirsium, Carduus, Sionchus, Sola- 
nvm, Rorippa, Rotala, Lindernia, Lamium, Veronica, Abutilon, 
Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea, Trifolium, 
Ranunculus, Taraxacum. 

20 Monokotyle Unkrauter der Gattungen: Echinochloa, Setaria, 

Panicum, Digitaria, Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria, 
Lolium, Bromus, AvBna, Cyperus, Sorghum, Agropyrqn, Cynodon, Mo- 
nochoria, Fimbristyslis, Sagittaria, Eleocharis, Scirpus, Paspa- 
lum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecxnrus, 

25 Apera, 

Die SEQ ID N0:1, SEQ ID* NO : 3 Oder SEQ ID NO: 5 oder Teile der vor- 
stehend genannten NxikledLnsauresequenzen konnen ftir die Herstel- 
lung von Hybridisierungssonden veirwendet werden, tiber welche die 
entsprechenden Vollangengene bzw. funktionelle- Aquivalente der 
SEQ ID N0:1, SEQ ID NO : 3 Oder SEQ ID NO: 5 isoliert werden konnen. 
Die Herstellung dieser Sonden sowie die Durcbf iihrving der Experi- 
mente ist bekannt. Sie kann zum Beispiel tiber die gezielte Her- 
stellung radioaktiver oder nicht' radioaktiver Sonden mittels PGR 
35 und der Verwendung von entsprechend markierten Oligonukleotiden 
mit anschliefienden Hybridisierungsexperimenten erfolgen. Die 
bierfiir erf order lichen Technologien sind beispielsweise in T. Ma- 
niatis, E,F. Fritsch und J. Sambrook, ^Molecular Cloning: A Labo- 
ratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har- 
40 bor, NY (1989) aufgeftihrt . Die entsprechenden Sonden konnen wei- 
terhin mittels Standardtechnologien (Lit. SDM bzw. random Mutage- 
nesis) so modifiziert werden, dass sie fiir weitere Zwecke einge- 
setzt werden konnen, z.B. als Sonde, die spezifisch zu mBNA sowie 
den entsprechenden codierenden Sequenzen hybridisiert zwecks i\na- 
45 lyse der entsprechenden Sequenzen in anderen Organismen. 
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Des weiteren konnen die oben genannten Sonden fiXr die Detektion 
und Isolation von fvmktionellen Aquivalenten der SEQ ID N0:1, SEQ 
ID NO: 3 Oder SEQ ID NO: 5 aus anderen Pf lanzenspezies aufgrnnd von 
Sequenzidentitaten verwendet werden, Hierbei wird ein Teil oder 
5 die gesamte Secjuenz der entsprechenden SEQ ID N0:1. SEQ ID NO: 3 
Oder SEQ ID NO: 5 als Sonde zum Screening in einer genomisclien 
Oder cDNA Bank der entsprechenden Pf lanzenspezies oder in einer 
Computer-Reclierclie nach Seqaenzen fxmktioneller Aqnivalente in 
elektronischen Datenbanken verwendet, 
10 * . - 

Bevorzugte Pf lanzenspezies sind hierbei die bereits eingangs er- 
Wet hn ten unearwOnschten Pflanzen. 

• Ein weiterer Gegenstand der Erfindimg sind Expressionskassetten 
15 enthaltend 

a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verkntipfung iciit 
einer Nukleinsaureseqiuenz umfassend 

20 i, eine Nukleins^uresequenz mit der in SEQ ID N0:1, SEQ ID 

NO: 3 Oder SEQ ID NO: 5 dargestellten Nukjeinsaairesequenz ; 
oder 

ii- eine Niikleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 
25 rierten genetischen Codes durch Rttcktibersetzung aus der 

in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 dargestell- 
ten AminosSuresequenz ableiten ISSt; oder 



iii. funktionelle Aquivalente der Nukleinsaxiresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von inindestens .69% zu der SEQ ID 
N0:1; Oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID NO: 3 init einer Identitat von mindestens 69% 
zu der SEQ ID NO: 3; oder funktionelle Aquivalente der Nu- 
kleinsauresequenz SEQ ID NO: 5 mit einer Identitat von 

35 mindestens 63% zu der SEQ ID NO: 5; oder 

iv. eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgmind des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetzxing der Ami- 
nosauresequenz eines fxmktionellen Equivalents der SEQ ID 

40 NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von minde- 

stens 73% aufweist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsau- 
resequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch Ruckiibersetzung der Aminosaxiresequenz 
eines f\mktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 4, das eine 

45 Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von mindestens 73% auf- 

weist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsauresequenz, die 
sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
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RQclcQbersetzung der Amino sS.\aresecpieiiz eines fimktionellen 
&quivalents der SEQ ID NO: 6, das eine Identitiat mit der 
SEQ ID NO: 6 von mindestens 72% aufweist, ableiten lalSt; 
Oder 

5 

b) zusatzliclie Funk t ions el emente; oder 

c) eine Kombination aus a) \md b) ; 

10 sowie die Verwendimg vpn Expressionskassetten en thai tend 

a) genetische Kontrollsequenzen in fionktioneller Verknupfung mit 
einer erf indungsgemaiSen, Nukleinsaiiresec[uenz; 

b) .ztisatzlic±Le Funkt ions element e; oder 

c) eine Kombination aus a) und b) ; 

zur Expression einer SSP, die in vitro Testsystemen verwendet 
20 werden kann. Beide AusftUxrungsf oiniien der' vorstehend beschriebenen 
Express ionskasetten werden im folgenden als erf indurigsgemafie Ex- 
press ionskassette bezeichnet. 

GemaS einer bevorzugten Aus fiihrungs form umfalSt eine erf indungsge- 
25 m^e Expressionskassette am 5'-Ende der kodierenden Sequenz einen 
Promoter und am 3'-Ende Transkripbions-Terminations-Signal und 
gegebenenf alls weitere genetische Kontrollseqxienzen, welche mit 
der dazwischenliegenden erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenz 
funktionell verkniipft sind. 

Unter den erf ind\ingsgemafien Expressionskassetten sind auch Ana- 
loga zu verstehen^ . die zum Beispiel durch eine Kombination der 
einzelnen Nukleinsaiiresequenzen auf einem Polynukleotid (Mehr- 
fachkonstzTikte) , auf mehreren Polynukleotiden in einer Zelle (Ko- 
35 transformation) oder durch sec[uenzielle Transformation zustande 
kommen konnen. 




Vorteilhaf te genetische Kontroll sequenz en nach P\ankt a) • ftir die 
erfindungsgemMlSen Expressionskassetten oder ftir Vektoren enthal- 
40 tend erf indungsgemSfie Expressionskasetten sind beispielsweise 
Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, Ipp-/ lac-, laclq-, T7-, 

gal-/ trc-, ara-, SP6-, X-PR- oder im X-PL-Promotor , die 
zur Expression de.r SSP in gram-negativen Bakterienstammen verwen- 
det werden konnen. 
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Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen sind beispiels- 
weise in den Promotoren amy xind SP02/ die zur Expression der SSP 
in gxam-positiven Bakterienstammen verwendet werden konnen, sowie 
in den Hefe- oder Pilzpromotoren AUGl, GPD-1, PX6, TEF, CUPl, 
5 PGK, GAPl, TPI. PH05, AOXl, GALlO/CYCl, CYCl . OliC, ADH, TDH, 
Kex2, MFa oder NMT oder Kombinationen der vorstehend genannten 
Promotoren enthalten (Degryse et al Yeast 1995 Jun 15; 
11 (7) :629-40; Romanos et al. Yeast 1992 Jun; 8 (6) : 423-88 ; Benito 
et al. Enr. J. Plant Pathol. 104, 207-220 (1998); Gregg et al . 
10 Biotechnology (N Y) 1993 Aug; 11 (8) : 905^10.; Luo X., Gene 1995 Sep 
22;163(1) :127-31; Nacken et al. / Gene :199;6 Oct 10;175(l-2): 
253-60; Turgeon et al-, Mol Cell Biol. 1987 Sep;.7 (9) :3297-305) 
oder den Transkriptionsterminatoren WST, Gcyl, TrpC, AOXl, nos, 
PGK Oder CYCl (Degryse et al . , Yeast 1995 Jun 15; 11 (7 ): 629-40 ; 
^15 -Brunelli et al. Yeast 1993 Dec9{12): 1309-18; Frisch- et al.. 
Plant Mol. Biol. 27 {2), 405-409 (1995); Scorer et al.. Bio- 
technology (N.Y.) 12 (2), 181-184 (1994), Genbank acc. number 
Z46232;.Zhao et al . Genbank acc nimiber : AF049064; Punt et al . , 
(1987) Gene 56 (1), 117-124), die zur Expression der SSP in Hef e- - 
20 stammen verwendet werden kdnnen. 

Als zur Expression in Insektenzellen geeignete genetische Kon- 
trollsequenzen sind exeirrplarisch der Polyhedrin-Promotor sowie 
der plO-Promotor (Luckow, V.A. and Summers, M.D. (1988) Bio/ 
25 Techn. 6, 47-55) zu nennen. 

Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der SSP 
in Zellkultur sind sind neben Polyadenylier\mgssequenzen wie z-B. 
aus. Simian Virus 40 eukairyontische Promotoren viralen Ursprungs 
0 wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus 
Oder Simian Vianis 40. 

Weitere vorteilhafte genetische. Kontrollsequenzen zur Expression 
der SSP in Pflanzen sind in den Pf lanzenpromotoren CaMV/35S 
35 [Franck et al.. Cell 21(1980) 285-294], PRPl [Ward et al . , Plant. 
Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, LEB4, USP, STLSl, B33, NOS; 
FBPaseP (WO 98/18940) oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor 
enthalten, vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanz- 
lichen Promoter oder einen Promoter, der einem Pf lanzenvirus ent- 
^0 staramt. Insbesondere bevorzugt sind Promotoren viralen Ursprungs 
wie der Promoter des 35S-Transkriptes des Bl\jmenkohlmosaikvirus 
(Franck et al . , Cell 21 (1980), 285-294; Odell et al , , Nature 313 
(1985); 810-812). Weitere bevorzugte konstitutive Promotoren sind 
zxmi Beispiel der Promotor der Nopal insynthase aus Agrobacteri\2iQ, - 
•45 der TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al.. Plant 
Mol Biol 1995, 29:637-649), die Promotoren der vakuolarer ATPase 
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Untereinlieiten oder der Promo tor eizxes prolinreichen Proteins aus 
Weizen (WO 91/13991) . 

Die Expressionskassetten konnen auch. einen chemisch induzierbaren 
5 Promotor als genetische Kontrollsequenz enttialten, diirch den die 
Expression des exogenen Gens in der Pflanze zu einem bestimmten 
Zeitpxmkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren, wie z,B. 
der PRPl Promotor (Ward et al . , Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 
361-366), ein dvirch Salicylsaure induzierbarer (WO 95/19443), ein 
10 durch Benzolsulfonamidrinduzierbarer (EP-A-0388186) , ein' durch 
Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al.;, (1992) Plant J. 2, 
397404), ein durcli Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. 
ein durch Ethanol- pder Cyclohexanon-induzierbarer (WO 93/21334) 
Promotor konnen ebenfalls verwendet werden. 

Geeignet sind feraer Promo toren die eine gewebe- oder organspezi- 
fische Expression z.B. in Antheren, Ovarien, Bltiten iind Blutenor- 
ganen, Blattem, SchlieSzellen, Trictiomen, Stengel, Leitgeweben, 
Wurzeln xind Samen vermitteln. Ebenfalls geeignet sind hier neben 
20 den oben genannten konstitutiven Promotoren, insbesondere solche 
Promotoren, die eine blattspezif ische Expression gewahrleisten. 
Zu nennen sind der Promotor der cytosolisclien FBPase aus Kartof- 
fel (WO 97/05900), der SSU Promotor (small subunit) der Rubisco 
(Ribulose-1, 5-bispliosphatcarboxylase) oder der ST-LSI Promotor 
25 aus Kartoffel (Stockhaus et al,, EMBO j. 8 (1989), 2445 - 245). 
Bevorzugt sind femer Promotoren, die eine Expression in Samen 
und pflanzlichen Embryonen steuem. Samenspez if ische Promotoren 
sind zum Beispiel der Promotor des Phaseolins (US 5,504,200, Bu- 
stos MM et al.. Plant Cell. 1989 ; 1 (9) : 839-53 ) , des 2S Albumingens 
(Joseffson LG et al . , J Biol Chem 1987, 262:12196-12201), des Le- 
gximins (Sh.irsat A et al . , Mol Gen Genet. 1989 ; 215 (2) :326-331) , 
des USP (unknown seed protein; Baumlein H et al.. Molecular & Ge- 
neral Genetics 1991, 225 (3 ): 459-67) des Napin Gens (Stalberg K, 
et al., L. Planta 1996, 199:515-519), des Saccharosebindeproteins 
35 (WO 00/26388) oder der tieB4-Promotor (Baumlein H et al . , Mol Gen 
Genet 1991, 225: 121-128; Fiedler, U. et al . , Biotechnology (ISIY) 
(1995) , 13 (10) 1090) . 

Weitere als genetische Kontrollsequenzen geeignete Promotoren 
40 sind beispielsweise spezifische Promotoren fiir Knollen, Speicher- 
wurzeln oder Wurzeln, w±& beispielsweise der Patatin Promotor 
Klasse I (B33) , der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel, der Promotor der Starke Synthase (GBSSl) oder der Spora- 
min Promotor, fruchtspezi fische Promoto.ren, wie beispielsweise 
45 der fruchtspezi fische Promotor aus Tomate (EP-A 409625), fruch- 
treifung- spezifische Promotoren, wie beispielsweise der fruch- 
treifung-spezi fische Promoter aus Tomate (WO 94/21794) , blQten- 
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spezifische Promotoren, wie beispielsweise der Phytoen Synthase 
Promotor (WO 92/16635) oder der Promotor des P-rr Genis (WO 
98/22593) oder spezifische Plastiden- oder Qiramoplasten-Promoto- 
ren, wie beispielsweise der- RNA-Polymerase Promotor (WO 97/06250) 
5 Oder auch der Promotor der Phosphor ibosylpyrophosphat Ami do trans- 
ferase aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nr U87999) 
Oder ein anderer Nodien-spezif ischer Promotor wie in EP-A 249676 
kQnnen vorteilhaft verwendet werden. 





10 Unter zusatzlichen Funktionselementen .b) sind beispielhaf t aber 
nicht einschr&akend 'Reporter gene, ReplikaT:ionsursprunge, Selek- 
tionsmarker und sogenannte Af f initats-Tags, fusioniert mit der 
SSP direkt oder mittels eines Linkers 'optional enthaltend eine 
^ Protease-Schnitts telle zu verstehen. Weitere geeignete zusatzli- 

15 che Funkt ions element e sind Sequenzen, die ein' Targeting in den 
Apoplasten, in Plastiden, die Vakuole, das Mitochondrium, das Pe- 
roxisom, das Endoplasmatische Retikulvim (ER) oder durch ein Feh- 
len entsprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im Kompar- 
tdLment des Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kexmode, Grit. 

20 Rev. Plant Sci . 15, 4 (1996), 285-423). 

f 

Erf ind\mgsgemafi sind f emer. Vektoren, die mindestens eine Kopie 
der erf indungsgemaSen Niikleinsauresequenzen "und/oder der erfin- 
dungsgemaJSen Expressionskassetten enthalten. 

25 

Unter Vektoren sind anSer Plasmiden auch alle anderen dem Fach- 
mann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren wie 
SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkuiare DNA zu 
verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirts organ! smus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine 
chromosomale Replikation, 

In einer weiteren Ausgestalt\angsf orm des Vektors kann die 
35 erf indungsgemaSe Nukleins^xirekonstrukt auch vorteilhaf terweise 
in Form einer linearen DNA in die Organismen eingefuhrt werden 
xxnd iiber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 
Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus 
einem linearisierten Plasmid oder nur aus dem NukleinsSure- 
40 konstrukt als Vektor oder den verwendeten Nukleinsauresec[uenzen 
bestehen. 



Weitere prokaryotische \ind eukaryotische Expressionssysteme sind 
genannt in Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al., ^*Molecular Clo- 
•45 ning: A Laboratory Manual." 2nd, ed. , Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
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NY, 1989. Weitere vorteilhaf te Vektoren warden in Hellens et al. 
(Trends in plant science, 5, 2000) beschrieben. 

Die erf indungsgemafie Expressionskassette sowie davon abgeleitete 
5 Vektoren kornien zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien 
(z,B. der Gattuixg Synechocystes, Anabaena, Calothrix, Scytonema, 
Oscillator ia, Plectonema imd Nostoc) , Proteobakteriim wie etwa 
Magnetococcus sp. MCI, Hefen, filamentosen Pilzen lind Algen und 
eukaryontischen, nicht humanen Zellen (z.B. Insektenzellen> mit 
10 dem Ziel der rekombinanten Herstelltmg der SSP eingesetzt werden, 
wobei sich die Herstellung einer geeignet*en Expressionskassette 
nach dem Organismus, in welchen das- Gen .exprimiert werden soil, 
richtet. 

^^^P In einer- weiteren vorteilhaf ten Ausftihrungsf onti kdnnen die im 
erf indxingsgemaSen Verfahren veiwendeten Nukleinsauresequenzen 
auch alleine in einen Organismus eingebracht werden- 

Sollen neben den Nukleinsauresequenzen weitere Gene in den 
20 Organismus eingeftflirt werden, so kSnnen alle zusammen in einem 

einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen in je einem Vektor in den 
Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren 
gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden konnen, 

25 Hierbei kami das Einbringen der erf indungsgemaJSen Nuklein- 

saure (n) , der Expressionskassette oder des Vektors in die ent- 
sprechenden Organismen (Transf ooonation) prinzipiell nach alien 
dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

• PQr Mikro9rganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
Lehrblichem von Sambrook, J. et al. (1989) ^'Molecular cloning: A 
laboratory manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press, von F.M. 
Ausubel et al. (1994) ^Current protocols in molecular biology^, 
John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning Vol.1, 
35 (1995), IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al . (1994) 
Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Habor Laboratory Press 
Oder Guthrie et al. ''Guide to Yeast Genetics and Molecular Bio^ 
logy". Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. Bei 
der Transformation von filamentasen Pilzen bieten sich zum einen 
40 die Herstellung von Protoplasten und Transformation mit Hilfe von 
PEG (Wiebe et al . (1997) Mycol . Res. 101 (7): 971-877; Proctor et 
al. (1997) Microbiol. 143, 2538-2591), zum anderen die Transfor- 
mation unter zur Hilfe nsdime von Agrobacterium tumefaciens (de 
Groot et al. (1998) Nat. Biotech. 16, 839-842) an. 
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Fur dikotyle Pf lanzen kSnnen die beschriebenen Metboden zur 
Transformation und Regeneration von Pflanzen bms Pf lanzengeweben 
Oder Pflanzenzellen ztur transienten oder stabilen Transformation 
genutzt werden. Geeignete Methoden sind das biolistische Verfab- 

5 rens oder dxircb Protoplas ten trans formation (vergl. z.B. Willinit- 
zer, L., 1993 Transgenic plants-. In: Biotecbnology^ A Mult i- Vo- 
lume Conqprebensive Treatise (H,J. Rebm, G. Reed, A. Ptlbler, 
P. Stadler, eds . ) / Vol. 2, 627-659, VCH We inheim-New York-Bas el- 
Cambridge) , die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryo- 
10 nen in DNA-bal tiger Losaang/ die Mikroinjektion und der durch 
Agrobacterium vermifctelte Gentransferr Die genannten Verfahren 
sind beispielsweise in B. Jenes et al*. Techniques for Gene 
Transfer, in: Transgenic Plants, Vol.'.l, Engineering and Utili- 
zation, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press 

5 (1993) 128-143 sowie in Potrykus Aiinu. Rev. Plant Pbysiol. Plant 
Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 

Die Transformation mittels Agrobakterien sowie die f\ir die Trans- . 
formation zu verwendenden Vektoren sind dem Fachmann bekannt und . - 

20 in der Literatur ausfuhrlicb beschrieben (Bevan et al., Nucl. 

Acids Res, 12 (1984) 8711, Die intermediaren Vektoren kSnnen auf- 
ginind von Seguenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, 
durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agro- 
bakterien integriert werden. Dieses enthalt auiSerdem die fiir den 

25 Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. Intemediare Vektoren 
kdnnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Heifer- 
plasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium tximef a- 
ciens ubertragen werden (Konjugation) . Binare Vektoren konnen so- 
wohl in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthal- 
0 ten ein S'el ek t i onsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, 
welche von der rechten \and linken T-DNA Grenzregion eingerahmt 
werden. Sie konnen direkt in die Agrobakterien transf ortniert wer- 
den {; Holsters et al. Mol . Gen. Genet. 163 (1978), 181-187) , 
EP A 0 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Off- 

35 setdnxkkerij Kanters B.V. , Alblasserdam (1985), C2iapter V; Fraley 
et al.. Grit. Rev. Plant- Sci . , 4: 1-46 und An et al . EMBO J. 4 
(1985) , 277-287) . 

Auch die Transformation monokotyler Pflanzen inittels Agro- 
40 bacteriiun basierender Vektoren wurde beschrieben ( Chan et al. 

Plant Mol. Biol. 22(1993), 491-506; Hiei et al. Plant J. 6 (1994) 
271-282; Deng et al; Science in China 33 (1990), 28-34; Wilmink 
et al. Plant Cell Reports 11, (1992) 7 6-80; May et al; Bio- 
technology 13 (1995) 486-492; Conner und Domisse; Int. J. Plant 
45 Sci. 153 (1992) 550-555; Ritchie et al; Transgenic Res. (1993) 
252-265) . Alternative Systeme zur Transformation von mpnokotylen 
Pflanzen sind die Transformation mittels des biolistischen An- 
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satzes (Wan vmd Lemaiix; Plant Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil 
et al; Biotechnology 11 (1992), 667-674; Ritala et al, Plant Mol 
Biol 24, (1994) 317-325; Spencer et al, Theor. Appl . Genet. 79 
(1990), 625-r631) die Protoplastentransformation, die Elektro- 
5 poration von partiell permeabilisierten Zellen ; die Einbringung 
von DNA mittels Glasfasem. Insbesondere die Transformation von 
Mais wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl . z.B. 
WO 95/06128; EP 0513849 Al; EP 0465875 Al; EP 0292435 Al; Fromm 
et al, Biotechnology 8 (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al. Plant 
10 Cell 2 (1990), 603-618; Koziel et al. Biotechnology 11(1993) 
194-200; Moroc et al, Theor Applied Genetics 80 (190) 721-726) . 

Auch die erfolgreiche Transformation Anderer Getreidearten wurde 
bereits- beschrieben z.B, fOr Gerste ( Wan \md LCTiatuc, s.o.; 
Ritala et al, s.o.; Weizen ( Nehra et al. Plant J. 5(1994) 
285-297) . 

Mit einem erf indungsgemSiSen Vektor transf ormierte Agrobakterien 
kannen ebenfalls in bekannter Weise zur Transformation von 

•20 Pflanzen wie Testpflanzfen wie Arabidopsis oder Kultiirpflanzen wie 
Getreide, Mais, Hafer, Roggen, Gerste, Weizen, Soja, Reis, Baum- 
wolle, Zuckerrtibe, Canola, Sonnenblume, Flachs ; Hanf, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeil- 
wurz, Tagetes, Alfalfa, Salat \uad den verschiedenen Baum-, Nufi- 

25 Tjnd Weinspezies verwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter 
Oder Blattstvicke in einer Agrobakterienlosrmg gebadet xind an- 
schlieSend in geeigneteh Medien kultiviert werden. 

Die genetisch veranderten Pflanzenzellen kannen tlber alle dem 
Fachmann bekannten Methoden regeneriert werden. Entsprechende 
Methoden kQnnen den oben genannten Schriften von S.D-r Kung und 
^ R. Wu, Potrykus oder Hofgen vmd Willmitzer entnommen werden. 

Die durch Transformation mit einer der oben beschriebenen AusfOh- 
35 rungsformen einer E3<5)ressionskassette, enthaltend eine erfin- 

dungsgemaiSe NukleinsSuresequenz oder einem Vektor, enthaltend die 
vorstehend genannte Expressionskassette, herges tell ten transgenen 
Organismen sowie die mittels Expression aus dem transgenen Orga- 
nismus erhaitliche rekombinante SSP sind Gegenstand der vorlie- 
40 genden Erfindxing. Ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindvmg 
ist die Verwendtmg von transgenen Organismen enthaltend eine er- 
findvmgsgemafie Expressionskassette z.B. ftlr die Bereits tellung 
rekombinanten Proteins und/oder die Verwendtmg dieser Organismen 
in in vivo Testsystemen. 
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Bevorzugte Organismen fto die rekomhi nan te Expression sind sind 
neben Bakterien, Hefen, Moose, Algen, Pilze auch eukaryontische 
Zellinien. 

5 Bevorzugte Moose sind Physcomitrella patens oder weitere in Kryp- 
togamen, Bd.2/ Moose, Fame, 1991, Springer Verlag (ISBN 
3540536515), beschriebene Moose. 

Innerlialb der Bakterien sind Bakterien der Gattimg Escherichia^ 
10 Einvinia, Flavobacteri-um, Alcaligenes oder Cyanobakterien. zxm Bei- 
spiel der Gattung Synechocystes, Anabaena, Calothrix, Scytonema, 
Oscillatoria, Plectonema \md Nostoc, besonders bevorzugt Synecho- 
cystis Oder Anabena bevorzugt, 

fl5 Bevorzugte Hefen- sind Candida, Saccharomyces , Schizosaccherdiny- 
ces, Hansenula oder Pichia. 

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neuros- . 
pora, Fusarium, Beauveria, Mortierella, Saprolegnia, Pythiuiu; 
20 Oder weitere in Indian Chem Engr. Section B. Vol 37, No 1,2 
(1995) beschriebene Pilze. , 

Bevorzugte Pflanzen sind insbesondere ausgewahlt xinter monokoty- 
len Kulturpf lanzen, wie zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, 
25 Gerste, Hirse, Roggen, Triticale, Mais, Reis oder Hafer sowie dem 
Zuckerrohr. Femer sind die erf indungsgemaiSen transgenen Pflanzen 
insbesondere ausgewahlt unter dikotylen Kult\irpf lanzen, wie zum 
Beispiel Brassicacae wie Raps, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten 
oder Canola; Leguininosae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengew^ch- 
sen Oder Erdnuss Solanaceae wie Kartoffel, Tabak, Tomate, Auber- 
gine Oder Paprika; Asteraceae wie Soimenblume, Tagetes, Salat 
oder Calendula; Cucurbitaceae wie Melone, Kurbis oder Zucchini, 
Oder Lein, Baumwolle, Hanf, Flachs, Roter Pfeffer, Mohre, Ka- 
rotte, Zuckerrtibe oder verschiedene Baum-, Nuss- ixnd Weinspecies , 

35 

Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geei- 
gnet wie beispielsweise C. elegans . 

Bevorzugt ist auch die Veirwendung von Expressionsystemen und Vek- 
toren, die Sffentlich zug^nglich oder kommerziell erhaltich sind. 

Zur Verwendiing in E. coli Bakterien sind die typischen vorteil- 
haften, kommerziell erhaltlichen Fusions- und Expressionsvektoren 
pGEX [Phcomacia Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) 
Gene 67:31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) and pRIT5 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S- transferase 
beinhaltet (GST) , Maltose Bindeprotein, oder Protein A, die pTrc- 
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Vektoren (Amann et al., (1988) Gene 69:301-'315) der ^pKK233-2" 

von CLOOTECH, Palo Alto, CA xmd die ^pET''-, ^xad die ^pBAD'-Vek- 

tor-Serien von Stratagene, La Jolla zu nennen. 

5 Weitere vorteilhaf te Vektoren zur Verwendxmg in Hef e sind pYep- 
Secl (Baldari, et al., (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kiirjan 
and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz 
et al.,- (1987) Gene 54:113-123), and pYES-Derivate, pGAPZ-Deri- 
vate, pPICZ-Derivate sowie die Vektoren des ^'Pichia Expression 
. 10 Kit" (Invitrogen Coarporation, San Diego,. CA) . Vektoren ftir die 

Nutzung in f ilamentasen Pilzen sind besclnrieben in: van den Hon- 
del, .C. A. M.J. J, & Pnnt, P. J. (1991) ''Gene transfer systems and 
vector development for filamentous fu^gi, in: Applied Molecular 
Genetics of Fungi; J;F. Peberdy, et al., eds . , p. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge. 




Altemativ konnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressions- 
vektoren genutzt werden z.B. fur die Expression in Sf9, Sf21 oder 
His Zellen, welche iiber rekombinante Baculoviren infiziert wer- 
20 den. Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. 

(1983) Mpl. Cell Biol. 3:2156-2165) und der pVL s*eries (Lucklow 
and Summers (1989) Virology 170:31-39). Weiterhin genannt seien 
die Baculovirus Expressionssysteme ''MaxBac 2.0 Kit" und "^Insect 
Select System^ von Invitrogen, Calsbald oder ''BacPAK Baculovirus 
25 Expressionssystem" von CLONTECH, Palo Alto, CA. Insektenzellen 
eignen sich in besonderer Weise zur Oberexpression eukaryonti- 
scber Proteine, da sie posttranslationale Modif ikationen der Pro- 
teine durchftihren, die in Bakterien und Hef en nicht moglich. sind. 
Die Handhabung von Insektenzellen in Zellkultur sowie ihre infek- 
tion zur Expression von Proteinen sind dem Fachmann bekaimt und 
konnen in Analogie zu bekannten Methoden erf olgen (Luckow 'und 
^ Sxjmmers, Bio/Tech. 6, 1988, pp. 47-55; Glover and Hames (eds) in 
• DNA Cloning 2, A practical Approach, Expression Systems, Second 
Edition, Oxford University Press, 1995, 205-244) . 

35 

Des weiteren konnen zur Genexpression vorteilhaft Pf lanzenzellen 
Oder Algenzellen genutzt werden, Beispiele fur Pflanzen- 
expressionsvektoren finden sich wie obenstehend erwahnt-in Bek- 
.ker, D., et al . (1992) ''New plant binary vectors with selectable 
40 markers located proximal to the left border". Plant Mol . Biol. 
20: 1195-1197 oder in Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium 
vectors for plant transformation", Nucl. Acid. Res. 12: 
8711-8721, 

45 Weiterhin konnen die erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenzen 
in Saugerzellen exprimiert werden. Beispiel fur entsprechende 
Escpressionsvektoren sind pCDM8 und pMT2PC genannt in: Seed, B. 
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(1987) Nattire 329:840 oder Kaufinan et al, (1987) EMBO J. 
6:187-195) . Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren vi- 
ral en Urspihings wie z,B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, 
Cytomegalovirus oder Simian! Virus 40. Weitere prokaaryotische und 
5 eukaryotische Eaqpress ions syst erne sind genannt in Kapitel 16 und 

17 in Sambrook et al.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
• 2nd, ed. , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. Weitere vorteil- 
hafte Vektoren werden in Hellens et al, (Trends dLn plant science, 
10 5, 2000) beschrieben. 



Samtlache, oben beschriebenen AusfuhLr\:uagsf ormen der transgenen 
Organismen werden \mter dem Begrif f ^^erf indungsgem^er transgener 
Organismus" zusammengef aiSt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Ver- 
wendung- von SSP in einem Verf ahren zur Identif izieriing von Test- 
verbindungen mit berbizider Wirkung, 




20 Bevorzugt \amfasst das erf indungsgemSfie Verfahren zur Identifizie- 
rung von Verbindxingen mit berbizider Wirkung die^ folgenden 
Scbritte: 

i- Inkontaktbringen von SSP mit einer oder mehreren Testverbin- 
25 dungen unter Bedingungen, die die Bindxing der Testverbin- 

• dung (en) an die SSP erlauben; und 

ii. Nachweis, ob die Testverbindxing an die SSP aus i) bindet; 
Oder 

0 . . 

iii . Nachweis, ob die Testverbindung die Aktivitat der SSP aus i) 
reduziert oder blockiert; oder 

iv. Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription^ Transla- 
35 tion Oder Expression der SSP reduziert oder blockiert. 



Der Nachweis gemaiS -Schritt (ii) des oben stehenden Verfahrens 
kann anhand von Techniken, welche die .Wechselwirkung zwischen 
Protein und Ligand aufzeigen, erfolgen. Hierbei kann entweder die 
40 Testverbindung oder das Enzym eine detektierbare Markieriing ent^ 
halten, wie z.B. e4ne f lucres zierende, radioisotope, chemilumi- 
neszierende oder enzymatische Markierung. Beispiele fur enzymati- 
sche Marki-erungen sind Meerrettich Peroxidase, alkalische Phosp- 
hatase Oder Luzifierase. Die anschliefiende Detektion richtet sich 
-.45 nach der Markie2:^g und ist dem Fachmann bekannt. 
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Hierbei sind insbesondere fxinf bevorzugte Ausf-Qhrungsf ojnaen zu 
nennen, die im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch 
fiir Hochdurchsatzmethoden (High. Troughput Screening, HTS) geei- 
gnet sind: 

5 

1. Uber Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) (Ptoc. 

Natl. Acad. Sci . USA (1994) 11753-11575) laSt sich die durch- 
schnittliche Dif fusionsrate eines Fluoreszenzmolekuls in Ab- 
hangigkeit zxir Masse in einem kleinen Probenvolumen bestim- 
10 n\en. Durch Mess en der MassenSnderimg bzw. der daraus. resul- 

tierenden veranderten Dif fxmsionsrate einer Testverbindung 
beim Binden an die SSP lalSt sich FCS zur Bestimmimg von Pro- 
tein~Iiigand~Wechselwirkungen einsetzfcen. Bin erf indungsgema- 
Ses Verfahren kann direkt zur Messung der Bindxing einer durch 
ein Fluoreszenzmolekal markierten Testverbindung aufgebaut 
werden. Altemativ kann das erf indvingsgemaSe Verfcthren so 
konzipiert sein, dass eine durch ein Fluoreszenzmolekal mar- 
kierte cheiaische Ref erenzverbindung durch weitere Testverbin- 
dungen verdrSngt wird ( "Verdrandimgsassay" ) . Die so identif i- 
20 zierten Verbindimgen kSnnen als Inhibitoren geeignet sein. 

2 . Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Exgenschaft eines mxt 

polarisiertem Licht angeregten ruhenden Flxiorophors ebenfalls 
wieder polarisiertes Licht zu emittieren. Kann der Fluorophor 
25 allerdings wahrend des angeregten Zustands rotieren, so geht 

die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder 
weniger verloren. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Teic^e- 
ratur, Viskositat, LostmgsnwLttel) ist die Rotation eine Funk- 
tion der MolekaigrSfie, womit man tiber das Messsignal eine 
Aussage uber die GroSe des am Fluorophor gebundenen Rests 
treffen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). 
Ein erfindungsgemaSes Verfahren kann direkt zur Messung der 
Bindung einer durch ein Fluoreszenzmolekal markierten Test- 
verbindimg an die SSP aufgebaut werden, Altemativ kaim das 
35 erf indungsgemaJSe Verfahren auch in Form des unter 1 beschrie- 

benen "^Verdrangungsassays" konzipiert sein. Die so identifi- 
zierten Verbindungen k6nnen als Inhibitoren geeignet sein. 

3 • Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranf er'' (FRET) basiert auf der 
40 strahlungslosen Energieubertragung zwischen zwei raumlich be- 

nachbarten Fluoreszenzmolekulen unter geeigneten Bedingungen. 
Eine Voraussetzung ist die Oberlappung des Smissionsspektrums 
des DonormolektLls mit dem Anregungsspektznm des Akzeptormole- 
kills. Durch Fluoreszenzmarkierung der SSP xind den auf Bindung 
45 Tetsverbindung kann mittels FRET die Bindxing gemessen werden 

(Cytometry 34, 1998/ pp. 159-179) . Altemativ kann das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren auch in Form des unter 1 beschriebenen 
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^^Verdrangungsas says'' konzipiert- sein. Eine besonders geei- 
gnete Ausfuhzaingsf orm der FRET Technologie ist die "Homoge- 
nous Time Resolved Fluorescence" (HTRF) , wie sie von Packard 
Bioscience vertrieben wird. Die so identif izierten Verbindun- 
5 gen k6nnen als Inbibitoren geeignet sein. 

4. Surface Enbanced-Laser Desorption/Ionisation (SELDI) in Kom- 
bination mit einem '^Time of Flight" Massenspektrometer (M2^- 
DI-TOF) ermoglicbt die schnelle Analyse von Molekiilen auf ei- 

10 nem TrSger imd kann zur Analyse von Protein-Ligand Wechsel- 

wirkungen vein^rendet werden ' (Worrai . et al . , (1998) Anal. Bio- 
chem, 70:750-756) . In einer bevorzugten Ausfiibrungsf orm immo- 
bilisiert man nun die SSP auf einem geeigneten Trager und in- 
kxabiert diesen mit der Testverbind\mg. Nacb einem oder mehre- 

15 ren geeigneten Wascbschritten kann man die an die SSP zusStz- 

lich gebundenen Molekule der Testverbindxmg mittels der oben 
erwahnten Methodik detektieren und somit an die SSP gebundene 
Testverbindungen selektieren. Die so identif izierten Verbin- 
dimgen kSnnen als Inhibitoren. geeignet sein. . 

20 

5. Die Messung von Oberflacben Plasmonenresonanz basiert auf der 
Anderung des Brechnungs indexes an einer Oberflache beim Bin- 
den einer Testverbindung an ein auf besagter Oberflache immo- 
bilisierten Protein. Da die Anderung des Br echungs index ftir 

25 eine definierte Anderiing der Massenkonzentration an der Ober- 

flache cjuasi fiir alle Proteine und Polypeptide identisch ist, 
kann diese Methode prinzipiell auf jedes Protein angewendet 
werden (Lindberg et al. Sensor Actuators 4 (1983) 299-304; 
Malmquist Nature 361 (1993) 186-187) . Die Messung kann bei- 

30 pielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) vertriebenen 

auf Oberf lachen-Plasmonenresonanz basierenden Analyseautoma- 
ten in einem Durchsatz von derzeit bis zu 384 Proben pro Tag 
durchgef-Qhrt werden. Ein erf indungsgemafies Verfahren kann di- 
rekt zTir Messung der Bindung einer Testverbindung an die SSP 

35 aufgebaut werden. Altemativ kcinn das erf indungsgemalSe Ver- 

fahren auch in Form des unter 1 beschriebenen ^'Verdrangungs- 
assays" konzipiert sein. Die so identif izierten Verbindungen 
kdimen als Inhibitoren geeignet sein. 

40 Samtliche, uber die oben genannten Verfahren identif izierten Sub- 
stanzen konnen anschlieSend in einer anderen Ausfuhrungsf orm des 
erfindungsgemaiSen Verfahrens auf ihre herbizide Wirkung uberprtift 
werden . 



45 Auch besteht die Moglichkeit, Ober Aufkl^rung der dreidimensiona- 
len Struktur der SSP mittels Rontgenstruktur analyse weitere po- 
tentielle herbizide Wirkstoffe mittels "Molecular Modelling'' zu 
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detektieren. Die Herstellxing von fiir die Rantgenstirtiktnranalyse 
benatigten Proteintoristallen sowie die entsprechenden Messxmgen 
\md anschliefienden Auswertimgen dieser Messxmgen, die Detektion 
einer Bindiingstelle im Protein sowie die Vorhersage moglicher In- 
5 hlbitorstrtikturen sind dem Fachmann bekannt. tJber "^Molecnilar Mo- 
delling'' ist prinzipiell auch eine Optimierung der liber die oben 
genannten Verfahren identif izierten Verbindimgen moglicb. 

Eine bevorzugte Ausftibrungsf orm des erf indungsgeiaaSen Verfahrens, 
10 das auf den Schritten i) und ii) basiert, besteht darin, daS 

i- eine SSP in einem erf ind\ingsgemaJSen, transgenen Organismus 

exprimiert wird oder ein Organismus, der naturgemaS eine SSP 
. enthait, Icultiviert wird; 

ii. die SSP aus Schritt i) im Zellauf schluss des transgenen bzw, 
. nicht transgenen Organismus, in partiell gereinigter Form 

Oder in zur Homogenitat gereinigten Form mit einer Testver- 
bindung in Kontakt gebracht wird; tmd 

20 

iii. eine Verbindung selektiert wird, welche die -Aktivitat der SSP 
reduziert oder blockiert, wobei die Aktivitat * der mit der 
Testverbindimg inkubierten SSP mit der Aktitivtat einer 
nicbt mit einer Testverbindung inkubierten SSP eirmittelt 

25 wird. 

Die SSP enthaltende Losung kann aus dem Lysat des ursprtinglichen 
Organismus oder des transgenen, mit einer erf indungsgemaSen Ex- 
pr^ssionskasette trans formiert en Organismus bestehen. Falls er- 
forderlich. kann die SSP partiell oder vollstandig tiber gangige 
Methoden aufgereinigen werden. Eine allgemeine Ubersicht iiber 
gangige Techniken zur Reinigung von Proteinen sind beispielsweise 
* in Ausubel, F.M. et al . , Current Protocols in Molecular Biology, 
' Greene Publishing Assoc*, and Wiley- Interscience (1994); ISBN 
35 0-87969-309-6 beschrieben. Bei rekombinanter Darstellung kann 
eine Reinigung des mit einem Affini tats -Tag fusionierten Proteins 
tlber nach dem Fachmann bekannten Af f initatschxomoatographie er- 
folgen. 

40 Die ftir in vitro Verfahren benotigte SSP kann somit entweder mit- 
tels heterologer Expression aus einem erf indtingsgemaiSen, transge- 
nen Organismus oder aus einem Organismus, der eine SSP i^tivitat 
enthait, isoliert werden, vorzugsweise aus einer unerwiinschten 
Pflanze, wobei unter dem Begriff der vmerwiinschten Pflanze die 

45 eingangs erwahnten Spezies zu verstehen sind. 
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Z\ir Ideutif iziemmg von herbiziden Verbindiingen wird nun die SSP 
ndt einer Testverbindung inlcubiert, Nach. einer Reaktionszeit wird 
die Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten SSP mit der 
Aktitivtat einer nicbt mit einer Testverbindung inkubierten SSP 
5 ermittelt. Bei Inhibition der SSP beobacbtet man eine signifi- 
kante Abnahme der Aktivitat im Vergleich zur AktivitSt des nicht 
inhibierten erf indxingsgemafien Polypeptides, wobei eine Abnahme 
von mindestens 10%, vorteilhaft mindestens 2 0%, bevorzugt minde- 
stens 3 0%, besonders bevorzugt urn mindestens 50% bis bin- zu einer 
10 100% Reduktion (Blockierung) erzielt wird.. Bevorzugt mindestens 
50% Hemmung bei Konzrentrationen der Testverbindung von 10"* M, be- 
vorzugt bei 10"5 KE, besonders bevorzugt von IQ-^ M bezogen auf En- 
zymkonzentration im mikromolaren Bereich. 

15 Die Bestimmung der enzymtatiscben" Aktivitat der SSP kann 'bei- 
spielsweise tiber einen Aktivi tats test erfolgen, in welcbem die 
Zunahme des Produktes, die Abnahme des Substrates (oder Eduktes)- 
Oder uber eine Kombination aus mindestens zwei der vorstebend ge- 
nannten Parameter in Abhangigkeit einer definierten Zeitspanne 

20 bestimmt werden. 

Beispiele ftir geeignete Substrate sind z.B. Saccharose-6-phospbat 
Oder Nitropbenylverbindungen wie z.B. p~Nitrophenylphosphat , vor- 
zugsweise Saccbarose-S-phosphat, \and fur geeignete Cofaktoren 
zweiwertige Metalle wie Magnesiim oder Mangan, vorzugsweise Ma- 
gnesium, Gegebenenfalls konnen auch Derivate der vorstebend ge- 
nannten Verbind\ingen verwendet werden, die eine detektierbare 
Markierung entbalten, wie z.B. eine f luoreszierende, radioisotope 
Oder chemilijmineszierende Markiearung. 



Die fur den Aktivitatstest einzusetzenden Mengen an Substrat kon- 
nen zwischen 0-5-10 mM lond Mengen an Cofaktor zwischen 0.1-5 mM 
bezogen auf 1-100 Jig /ml Enzym liegen. 



Die BestimooKung der Aktivitat kann beispielsweise in Analogie zu 
dem von Echeverria vmd Salerno (1994; Plant Sci 96, 15) beschrie- 
benen Verfahren oder nach dem von Wbitaker (1984) Phytocbemistry 
23, 2429) beschriebenen Verfahren erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten Aus ftibrungs form wird der Umsatz 
eines SuLbstrates iiber Quantif izieinmg des bei der Reaktion ent- 
standenden Phosphates mietels A.scorbat-Acnmoniummolybdat-Reagenzes 
(Ames (1966), Methods Enzymol . 8, 115) erfolgen angelehnt an ein 
von Luim et al . (2000, Procl. Natl. Acad. Sci. USA 97: 12914) be- 
*5 schriebendes Verfahren. Es konnen jedoch auch Abwandlungen der 
von Ames beschrieben Methode zur Phosphatdetektion verwendet wer- 
den z.B. das von Qfeifflet et al. (1988) Analytical Biochemistry 
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168: 1) beschoriebene Verfahreii/ welche sich besonders ftlr labile 
organische Phosphate imd in Anwesenheit hoher Proteinkonzentra- 
tionen eignet, das von Lanzetta et al. (1979/ Analytical Bioche- 
mistry 100: 95) beschriebene Verfahren, welches eine Methode zum 
5 Nachweis von Phosphat im Nanomol-Bereich viinfasst, bei der der 
entstehende Farbkomplex besonders' stabilisiert wird. Ebenfalls 
verwendet werden zur Detektion konnen kommerziell erhaitliche 
Kits z.B- von Merck (Posphat-Test (PMB) AM Katalognimnmer 
1.11139.0001) ) . 



In einer weiteren bevorzugten AusfiUirrlngsTEorm kann die Bestinnmmg 
der Aktivitat der aus Saccharose-6-P freigesetzte Saccharose be- 
stimmt werden. Hierzu kommen z.B. opti sch-Enzymatische Verfahren 
in betracht wie z.B. beschrieben bei Sonnewald (1992, Plant Jour- 
nal 2: 571) Oder chromatocfraphische Methoden mittels HPLC (Bomke 
et al. 2001, J Bacteriol 183: 2425) . Der Facbmann kann darxiber 
hinaus auch Verfahren zmn chemischen Nachweis der entstandenen 
Saccharose der Literatur entnehraen. 



20 Eine bevorzugte Ausftihrungsf orm des erf indungsgemSfien Verfahrens, 
das auf den Schritten i) und iii) basiert, besteht^ aus den fol- 
genden Schritten: 

i. Herstellung eines erf indxmgsgemaJSen transgenen Organismus ; 

25 

ii. Aufbringen einer Testverbindung auf den transgenen Organismus 
nach i) tmd auf einen nicht-transgenen Organismus des glei- 
chen Genotyps; 

• iii.Bestimmen des Wachstums oder der Uberlebensf^higkeit des 
transgenen und des nicht transgenen Organisitcus nach der Auf- 
bringung der Testverbindung; und 

iv. Selektion von Testverbindungen, die ein vermindertes Wachstim 
35 Oder eingeschrankte Oberlebensf ahigkeit des nicht-transgenen 

Organismus bewirken verglichen mit dem Wachstum des transge- 
nen Organismus bewirken, 

Hierbei betragt der Wachstumsunterschied der in Schritt iv) zur 
40 Selektion eines Inhibitors mit herbizider Wirkung mindestens 10%, 
vorzugsweise 2 0%, bevorzugt 30%, besonders bevorzugt 40% und ganz 
besonders bevorzugt 50%. 

Der transgene Organismus ist hierbei eine Pflanze, AJLge, ein Cya- 
•-45 nobakterien z.B. der Gattung Synechocystes , AJiabaena, Calothrix, 
Scytonema, Oscillatoria, Plectonema und Nostoc, oder ein Proteo- 
bakterium wie etwa Magnetococcus sp. MCI, bevorzugt Pflanzen, die 
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sich mittels gangiger Techniken leicht trans formier en lassen, wie 
Arabidopsis tiialiana, Solanum tiiberos-um, Nicotiana Tabacum, Cya- 
nobakterien die sich leicbt trans formier en lassen, wie z.B, Syn- 
ecbocystis, in welchen die fUr ein erf indungsgem^e Polypeptid 
5 kodierende Sequenz tiber Transformation inkorporiert wurde, Diese 
transgenen Organismen weisen daber .eine erbobte Toleranz gegen 
Verbindungen auf , welcbe das erf indungsgemafie Polypeptid inbibie- 
ren. Hierbei konnen auch "knock-out" -Mutant en verwendet werden 
komen bei denen das in dies em Organismus vorhandene analoge SSP- 
10 Gen gezielt ausgescbaltet worden ist. 

Die vorstehend genannte Aus f uhrungs form des erf indungsgemaSen . 
Verfahrens kann jedoch auch' zur Identif izierung von Substanzen 
mit wachstumsregulatorischer Wirkung verwendet werden. Hierbei 
5 wird als transgener Organismus eine Pflanze eingesetzt. Das Ver- 
fabren zur Identif izierung von Substanzen mit wachstumsregulato- 
rischer Wirkung umfasst somit die folgenden Schritte: 

i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine erf in- 
20 dungsgemSSe NukleinsSuresequenz ; 

ii, Aufbringen einer Testsubstanz auf die trans^ene Pflanze nacb 
i) und auf eine nicht- trans gene Pflanze der gleichen Sorte; 

25 iii . Bestimmen des Wachstums oder der Uberlebensf ahigkeit der 

transgenen und der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbrin- 
gen der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum 
der nicht-transgenen .Pflanze iDewirken verglichen mit dem 
Wachstum der transgenen Pflanze, 

Hierbei werden in Schritt iv) Testverbindungen selektiert, die 
ein verandertes Wachstxom des nicht-transgenen Orgcinismus bewirken 
35 verglichen mit dem Wachstum des transgenen Organmismus bewirken. 
Unter verandertem Wachstimi ist hierbei eine Hemmung des vegetati- 
ven Wachstums der Pflanzen zu verstehen, was sich insbesondere in 
einer Reduzierung des Langenwachs turns SuSeren kann. Die behandel- 
ten Pflanzen weisen demgemaS einen gedrungenen Wuchs auf; auSer- 
40 dem ist eine dunklere Blattfarbung zu beobachten. Weiterhin ist 
\mter verandertem Wachst\im auch eine zeitliche VerSndeanrng des 
Reif everlauf S/ eine Heummung oder Vermehnmgen seitlicher Ver- 
zweigungen der Pflanzen, eine Verkurz-ung bzw. Verlangerung der 
Entwicklungsstadien, eine Erhohung der Standf estigkeit , das 
-45 Wachstxxm grofierer Mengen an Knospen, Biaten, Blattem, FrCichten, 
Samenkomem, Wurzeln xind Knollen, eine Erh5hung des Zuckergehal- 
tes in Pflanzen wie Zuckerrtiben, Zuckerrohr sowie ZitrusfrtLchten, 
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des Proteingehaltes in Pflanzen wie Getreide oder Soja oder 
eine Stimulierung des LatexfliiE an Gummibauoien zu verstehen. Die 
Detektion dieses veranderten Wachstxms ist dem Fachmann bekannt. 

5 Nach dem erf indungsgemaEen Verfahren konnen auch mehrere Testver- 
bindungen in ein^ erf indiingsgemaSen Verfahren eingesetzt warden, 
Wenn dnrch eine Gruppe von Testverbindungen eine Beeinf lussimg 
des Targets erfolgt, dann ist es entweder moglich, die einzelnen 
Testverbindungen direkt zu isolieren oder die Gruppe von Testver- 
10 bindungen in verschiedene Untergruppen zu teilen, z.B. w^nn sie 
aus einer Vielzahl von' vers chiedenen Komponenten besteht, um so 
die Zahl der verschiedenen Testverbindungen im erf indungsgemaJSen 
Verfahren zu reduzieren. Das erf indungsgemafie Verfahren wieder- 
holt man dann mit der einzelnen Testverbindung oder der entspre- 
chenden Untergruppe von Testverbindungen. Abhangig von der Kom- 
plexitat der Probe konnen die oben beschriebenen Schritte mehr- 
mals wiederholt werden, vorzugsweise bis die gemaS der erfin- 
dungsgemafien Methode identif izierte Untergruppe nur noch eine ge- 
ringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Te-stverbin- 
20 dung xamfafit. 

Alle oben beschriebenen Verfahren fiir die Identif i^ierung von In- 
hibitoren mit herbizider Wirkung werden im folgenden als ""erfin- 
dungsgemafie Verfahren" bezeichnet. 

25 

Samtliche, iiber die erf indungsgemaiSen Verfahren identif izierten 
Verbindungen kSnnen anschlieSend auf ihre herbizide^^Wirkung in 
vivo tiberpriift werden. Eine Moglichkeit zur PrUfung der Verbin- 
dungen auf herbizide Wirkung ist die Verwendiing der Wasserlinse 
Lemna minor in Mikrotiterplatten. Als Parameter konnen Verande- 
rungen des Chlorophyllgehalts \jnd die Photosyntheseleistimg ge- 
messen werden. Es ist auch mc3glich, die Verbindung auf uner^ 
- wiinschte Pflanzen direkt zu applizieren^ wobei die herbizide Wir- 
kung z.B. liber eingeschranktes Wachst\am festgestellt werden kann. 



35 



Das erf indungsgemSlSe Verfahren kaim auch vorteilhaf t in Hoch- 
durchsatzverfahren, sog. HTS durchgeftihrt werden, welches das 
parallele Testen einer Vielzahl verschiedener Verbindungen erm5g- 
licht. 

40 

Im HTS bietet sich fOr die praktische Durchfuhriing die Verwendung 
von Tragem an, die eines oder mehrere der erf indungsgemaBen Nu- 
kleinsauremolektile, einen oder mehrere die erf ingungsgemaSe Nu- 
kleinsauresequenz enthaltenden Vektoren, einen oder mehrere 
45* transgene Organismen, welche mindestens eine der erf indungsgem^- 
ISen Nukleinsauresecjuenzen enthalten oder eines oder mehrere 
(Poly) peptide codiert iiber die erf indungsgemSJSen NukleinsSurese- 
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cjuenzen ent±Lalten. Der verwendete TrS.ger kann fest cxier fltlssig 
sein, ist bevorzngt fest, besonders bevorzugt eine Mikrotiter- 
platte. Die vorstehend genannten Trager sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Er f indmig . . Gemafi der am weit verbreitesten Tech- 
5 nik werden 96-well, 384-well und 1536 well Mikrotiterplatten ver- 
wendete die in der Regel Volimina von 200fXl -umfassen konnen. Ne- 
ben den Milorotiterplatten sind die weiteren Bestandteile eines 
HTS-Systems passend zvl den entsprechenden Mikrotiterplatten wie 
viele Instrumente, Materialien, automatische Pipettiervoriclitxin- 
10 gen, Robotoren, automatisierte Plattenleser sowie Plattehwascber 
koiniiierziell erhaltli-cb* - - 

Neben den auf Mikrotiterplatten basierenden HTS-Verfahren konnen 
auch sogenannte '^free format assays" oder Testsysteme, die zwi- 
5 scben den Proben keine-physischen Barrieren aufweisen, verwendet 
werden wie z,B. in Jayaickreme et al . , Proc. Natl. Acad. Sci 
U.S.A. 19 (1994) 161418; Cbelsky, ^Strategies for Screening Com-- 
binatorial Libaries, First Annual Conference of Tbe Society for 
Biomolecular Screening in Pbiladelphia, Pa. (Nov. 710, 1995) ; 
20 Salmon et al.. Molecular Diversity 2 (1996), 5763 und US 
5,976,813. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit ber- 
bizider Wirkung identif iziert nach den erf indungsgemaSen Verfah- 
25 ren. Diese Verbindungen werden im folgenden ^selektierte Verbin- 
dungen" genannt. Sie weisen ein Molekulargewicbt von kleiner als 
1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 500 g/mol, bevorzugt kleiner 400 
g/mol, besonders bevorzugt kleiner 300 g/mol. Verbindungen mit 
herbizider Wirkung weisen einem Ki-Wert kleiner 1 mM, bevorzugt 
0 kleiner 1 }iM, besonders bevorzugt kleiner 0,1 ganz besonders 
bevorzugt kleiner 0,01 |XM auf weisen. 



Die selektierte Verbindxingen konnen naturlich auch. in Form ihrer 
landwirtschaft brauchbaren Salze vorliegen. Unter landwirtschaf t- 

35 lich braucbbaren Salzen kommen vor allem die Salze derjenigen 
Kationen oder die Saureadditionssalze derjenigen Sauren in Be- 
tracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die berbizide Wir- 
kung der \iber die erf indungsgemSfien Verf ahren identif izierten 
Verbind\jngen mit berbizider Wirkung nicht negativ beeintrSch- 

40 tigen. 



Femer konnen die selektierte Verbindungen sofem sie asymmetri- 
sch sTibstituierte a-Kohl ens toff atome enthalten, entweder als Ra- 
cemate, Enantiomerengemische, reine Enantiomere oder, sofem sie 
45 cbirale Sxibstituenten aufweisen, auch als Diastereomerengemiscbe 
vorliegen. 




10 
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Die selektierten Verbindungen konnen ciiemisch synthetisierte oder 
mikrobiologisch produzierte Stoffe sein imd z.B. in Zellextrakten 
von z.B. Pflanzen, Tieren oder jytLkroorganismen auftreten. Das Re- 
aktionsgemisch. kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine Zelle 
oder Zellkultur imfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann 
bekannt Mad. werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecu- 
lar Biology the cell, 3^^ Edition (1994), z.B. Kapitel 17. Die se- 
lektierte Verbindungen konnen auch aus lamf angreicben Siibstanzbi- 
bliotheken stammen. 

Mogliche Testverbindungen konnen Express ipnsbibliotbeken wie z.B. 
cDlSIA-Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine, Nukleinsauren, 
Antikorper, kleine organiscbe Stoffe, '.Hormone, PNAs oder ahnli- 
ches sein (Milner, Natvire Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell. 
83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 und darin 
zitierte Ref erenzen) . 

Die selektierte Verbindungen konnen zur Bekampfung von imer- 
wiinschtem Pflanzenwucbs, unter Umstanden aucb zur Defoliation, 
20 beispielsweise von Kartof feln, oder Desikkation, beispielsweise 
von Baumwolle, sowie als Wacbstumsregulatoren verwendet werden. 
Herbizide Zusainiaensetzungen, welcbe die selektierten Verbindungen 
enthalten, bekSmpfen Pflanzenwucbs auf Nichtkulturf lacben sehr 
gut. In Kulturen wie Weizen, Reis, Mais, Soja xmA Baumwolle wir- 
25 ken sie gegen Unkrauter und Schadgraser , ohne die Kulturpf lanzen 
nennenswert zu scbadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei nie- 
drigen Aufwanc3mengen auf. Die selektierten Verbindungen konnen 
zur- Bekampfung der oben bereits erwSbnten Scbadpf lanzen verwendet 
werden. 

In Abhangigkeit von der jeweiligen Applikationsmetbode kQnnen se- 
lektierten Verbindungen bzw. diese enthaltende herbizide Zusam- 
mensetzungen vorteilbaf t noch in einer weiteren Zahl von Kultur- 
pflanzen zur Beseitigung uneirwQnschter Pflanzen eingesetzt wer- 
35 den. In Betracht koiomen beispielsweise folgende Kulturen: 

Allium cepa, Ananas comosus, Aracbis hypogaea, Asparagus 
officinalis. Beta vulgaris spec, altissima. Beta vulgaris spec, 
rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus vax. napo- 

40 brassica, Brassica rapa var. silvestris. Camellia sinensis, 

Carthamus tinctorius, Carya illinoinensis , Citrus limon, Citarus 
sinensis, Coffea arcJDica (Coffea canephora, Coffea liberica) , 
Cucumis sativus, Cynodon dactylon, Daucus carota, Elaeis 
guineensis, Fragaria vesca. Glycine max, Gossypium hirsutum, 

4S* (Gossypiijm arboreixm, Gossypium herbaceum, Gossypium vitifolium) , 
Heliantbus annuus , Hevea brasiliensis, Hordeum vulgare, Humulus 
lupulus, Ipomoea batatas, CTuglans regia. Lens culinaris, Linum 
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usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot 
escnlenta, Medicago sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum 
(N.mstica), Olea europaea, Oryza sativa, Phaseolus lunatus, 
Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, 
5 Prunus avixim, Prunus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, 
Ricinus comarunis, Saccharum officinarum, Secale cereale, Solanum 
tuberosum. Sorghum bicolor (s. vulgare) , Tbeobroma cacao, Tri- 
folium pratense, Triticum aestivum, Triticum durum, Vicia faba, 
Vitis vdLnifera, Zea mays. 

10 

Dartlber hinaus korinen die selektierten Verbindungen auch in Kul- 
turen, die durch Ztichtung einsciilieElich gentechnischer Methoden 
gegen die Wirkung von Herbiziden tolerant sind, verwandt werden. 
Die Herstellung dieser Kulturen w^ird weiter unten beschrieben. 

15 

Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
der oben bereits earwahnten herbiziden Zusammensetziing, dadurch 
gekennzeichnet dass man selektierten Verbindungen mit geeigneten 
Hilfsmitteln zu Pf lanzenschutzmitteln formuliert. 
20 

Die selektierten Verbindtmgen kdnnen z.B. in Foxpi von direkt ver- 
sprCihbaren wSssrigen Losungen, Pulvem, Suspensionen, auch hoch- 
prozentigen waiSrigen, oligen oder sonstigen Suspensionen bzw. 
Suspoemulsionen oder* Dispersionen, eiraalgierbaren Konzentraten, 
25 Emulsionen, Oldispersionen, Fasten, Staubemitteln, Streumitteln 
oder Granulaten formuliert werden und durch Versprxihen, Verne- 
beln, Verstaiiben, Verstreuen oder GieSen angewendet werden. Die 
Anwendungsformen richten sich nach den Verwendiingszwecken und der 

• Natur der selektierten Verbindungen und sollte in jedem Fall mog- 
0 lichst die f einste Verteilung der selektierten Verbindungen ge- 
wahrleisten. Die herbiziden Zusammensetzung enthalten eine herbi- 
^ zid wirksame Henge mindestens einer selektierten Verbindung und 
fur die Formulierung von herbiziden Zusainmensetz\mgen iibliche 
Hilfsstoffe. 

35 

Zur Herstell\mg von Emulsionen, Fasten oder wassrigen oder olhal- 
tigen Formulierungen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) kon- 
nen die selektierten Verbindungen in einem 51 oder Losungsmittel 
gelost Oder dispergiert werden, wobei weitere Formulierungshilf s- 
40 stoffe zur Homogenisieirung zugesetzt werden kSnnen. Es kfinnen 

aber auch aus selektierter Verbindung, gegebenenfalls Losungsmit- 
teln Oder 01 sowie optional weiteren Hilfsmitteln bestehende 
fiassige oder feste Konzentrate hergestellt werden, die zur Ver- 
duimxing mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emulgier- 
..45 bare Konzentrate (EC, EW) , Suspensionen (SC) , losliche Konzen- 
trate (SL) , dispergierbaren Konzentrate (DC) , Fasten, Pastillen 
netzbaren Pulvem oder Granulaten, wobei die festen Formxilier\in- 
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gen entweder in Wasser Idslich (soliible) oder dispergierbar (wet- 
ta±)le) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Pulver bzw. 
Granulate oder Tabletten noch mit einem fasten, den Abrieb oder 
eine vorzeitige Wirkstof f fr'eisetznng verhinderenden Oberzug 
5 ("coating*) versehen werden. 

Prinzipiell sind imter dem Begriff ^'Hilf sitiittel" folgende Verbin- 
diingsklassen zu versteben: Antischaumungsmittel, Verdicker, Netz- 
mittel, Haftmittel, Dispergiermittel, Emulgiermittel, Bakterizide 
10 tind/oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutimg der oben genannten 
Mittel ist dem Fachmann bekannt. 



SLs, EWs und ECs konnen dureh einf aches Mischen der entsprechen- 
den Inbaltsstof fe hergestellt werden, Pulver liber Mischen oder 
Vermahlen in speziellen Muhlentypen (z.Bsp. Hainmernnuhlen) . DC, 
SCs und SEs werden tiblicherweise uber NaSvermahlung ("wet mill- 
ing") .hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer ■ 
organischen Phase, die weitere Hilfsinittel oder selektierte Ver- 
bindungen enthalten kann, hergestellt werden kann. Die Herstel- 
20 lung ist bekannt, Pulver-, Streu- und Staubemittel konnen vor- 
teilhaft dtirch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen 
Substanzen init einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Gra- 
nulate, z.B. Umhtil lungs-, Impragnierungs- und Homogengranulate 
kaimen durch Bindung der selektierten Verbindungen an feste Tra- 
25 gerstoffe hergestellt werden. Weitere Details der Herstellxing 

sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp. in folgenden Schriften auf- 
geffflirt: US 3,060,084, • EP-A 707445 (fur flussige Konzentrate) , 
Browning, ^Agglomeration', Qiemical Engineering, Dec. 4, 1967, 
147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th Ed., McGraw- 
Hill, New. York, 1963,^ pages 8-57 und ff. WO 91/13546, US 
4,172,714, US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 
^ 5,232,701, US 5,208,030, GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, 
- Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., New York, 
1961, Hance et al.. Weed Control Handbook, 8th Ed., Blackwell 
35 Scientific Pxiblications, Oxford, 1989 und Mollet, H., Gnabemann, 
A. , Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Fed- 
eral Republic of Germany), 2001. 

Inerte flussige und/oder feste Tragerstoffe geeignet ftir die er- 
40 find\ingsgemaEen Formulierungen sind dem Fachman.in einer Vielzahl 
bekannt, wie z.Bsp. flussige Zusatzstoffe wie Mineralolf raktionen 
von mittlerem bis hohem Siedepuxikt, wie Kerosin oder DieselSl, 
feriier Kohlenteerole sowie file pflanzlichen oder tierischen Ur- 
sprungs, aliphatische, cyclische und aromatische Kohlenwasser- 
-.45 stoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin, alkylierte Naphtha- 
line Oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol. Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol, 




BASF iUstiengjBlsciiaft 20020415' PF ^^72 DE 



40 

Ketone wie Cyclohexanon oder stark polare Losungsmittel , z.B. 
Amine wie N-Methylpyrrolidon oder Wasser*. 

Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kiesel- 
5 sauren, Kieselgele, Silikate, TalkuiQ/ Kaolin, Kalkstein, Kalk, 
Kreide, Bolus, LoJS, Ton, Doloinit, Diatomeenerde, Calcium— und Ma- 
gnesiumsulf at, Magnesi\amoxid, gemahJLene Kimststof f e, Diingemittel, 
wie Annmbniiimsxilfat, Ainmoniuiriphosphat , Ammonixamnitrat, Hams toff e 
xmd pflanzliche Produkte wie Getreideiaelal , Baumrinden-, Holz- und 
10 NuJSscha.lenmehl, Cellulosepulver oder andere feste TrSgerstof f e, 

Oberf lachenaktive Stoffe (Tenside) geeignet fur die erf indiingsge- 
mafien Formulierungen sind dem Fachman^in einer Vielzahl bekannt, 
wie z.Bsp, Alkali-, Erdalkali-, Ammoniums alze von aromatischen 

15- Sulfonsa.uren, z,B. Lignin-, Phenol-, Napbthalin- und Dibutylnaph- 
thalinsulf onsaiire, sowie von FettsSuren, Alkyl- und Alkylarylsul- 
fonaten, Alkyl-, Laurylether- und Fettalkoholsulf aten, sowie 
Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Octadecanolen sowie von Fet- 
talkoholglykolether, Kondensationsprodukte von sulfoniertem Napla- 

20 thalin und seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodukte 
des Naphthalins bzw. der . Naphthalinsulf onsSuren mit Phenol und . 
Formaldehyd, Polyoxyethylenoctylphenolether , ethoxyliertes Isooc- 
tyl-, Octyl- oder Nonylphenol, Alkylphenyl-, Tributylphenylpolyg- 
lykolether , Alkylarylpolyetheralkohole, Isotridecylalkohol , Fet- 

25 talkohol ethyl enoxid-Kondensate, ethoxyliertes Rizinusol, Poly- 
oxyethylenalkylether oder Polyoxypropyl enalkyl ether , Laurylalko- 
holpolyglykoletheracetat, Sorbitester, Lignin-Sulf itablaugen oder 
Methylcellulose . 



Die Applikation der herbiziden Zusammensetzungen bzw. der selek- 
tierten Verbindimgen kann im Vorauf lauf- oder im Nachauf laufver- 
fahren erfolgen, Sind die selektierten Verbindxingen fiir gewisse 
Kulturpf lanzen weniger vertraglich, so k5nnen Ausbringimgstechni- 
ken angewandt werden, bei welchen die selektierten Verbindungen 
35 mit Hilfe der Spritzgerate so gespritzt werden, dafi die Blatter 
der exrpf indlichen Kulturpf lanzen nach Moglichkeit nicht getroffen 
werden, wahrend die selektierten Verbindungen auf die Blatter da- 
runter wachsender unerwCinschter Pflanzen oder die unbedeckte Bo- 
denf lache gelangen (post-directed, lay-by) . 

40 

Die Aufwandmengen an selektierten Verbindungen betragen je nach 
Bekampfungsziel, Jahreszeit, Zielpf lanzen und WachstTims stadium 
0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 1.0 kg/ha. 



45 
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Die Erfindung wird durch. die naclistehenden Beispiele weiter 
veranschaulich.t, die nicht als beschrankend aufgefalSt werden 
sollten* 

5 Allgemeine DNA-Manipulations- und Klondearangsverfahren 

Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose- 
Gelelektrophorese, Reinigiong von DNA-Fragmenten, Transfer von Nu-- 
kleinsaiiren auf Nitrozellulose imd Nylon Membranen, Verknxipfen 
10 von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia coli Zellen, 
Anzucht von Bakterien imd Sequenz analyse -rekombinanter DNA wurden 
wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press: ISBN 0-87969-309-6) iind Ausubel, F.M. et al , , Oirrent Pro- 
tocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- 
Interscience (199.4); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben dnrchgef Ohrt . 

Pf lanzenmolekularbiologische Standardverfahren sowie Pflanzen- 
trans formationsverfahren sind beschrieben in Schultz et al . , . 
Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Pxiblishers 
20 (1998), Reither et al.. Methods in Arabidopsis Research, World 
svcientific press (1992) und Arabidopsis: A Laboratory Manual . 
(2001), ISBN 0-87969-573-0, 

Die im folgenden verwendeten BakterienstSmtie (E. coli DHSo, XL-1 
25 blue, BL21DE(3), JM 109) wurden von Stratagene, BRL Gibco Oder 
Invitrogen, Carlsberg, CA bezogen. Zur "Klonierung wiirden die Vek- 
toren pCR-Blxmt (Invitrogen) und pUC 18 der Firma Amersham Phar- 
macia (Freiburg) , pBinAR (Hofgen vuid Willmitzer, Plant Science 
66, 1990, 221-230), pCR und pQE-9 (Qiagen, Hilden) verwendet. 

Beispiel 1 - Klonierung von SPP kodierenden Sequenzen aus Solans- 
ceaen 

Zur Ableitung von ftir SPP kodierende DNA Sequenzen wurde mit 
35 Hilfe des BLAST Algorhythntus (Altschul et al . 1990, J. Mol . Biol. 
215, pp. 403-410) und der Proteinsecjuenz der SPPl aus Arahidopsis 
thali^a (Acc. Nr. AF283565) die 6-Frame Translation der EST Da- 
tenbank (Genbank) durchmus tert . Dabei wurden mehrere signifikante 
Treffer, unter anderem aus Tomate (Lycopersicon esculentum) und 
40 Kartoffel (Solanum tuberosum), identif iziert . Die Hits der ersten 
Runde wurden f\ir weitere Datenbanksuchen nach obigem Modus einge- 
setzt bis der gesamte kodierende Bereich einer potentiellen ^SPP 
durch Oberlappende Tomaten bzw, Kartoffel ESTs abgedeckt wurde. 
Von der so erhaltenen Sequenzif ormation wurden die Primer 

.45" 

FB 223 5'-ATG GAT GAG CTA ACC AGTCGCC GCA C-3 * 
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FB 224 S^-CTA AAA GAA CCA GGA CGC GGA GTC ACT-3 * 

abgeleitet, welche den gesaznten kodierenden Bereich flankieren. 
Diese Primer wurden in einer Standard-PCR-Reaktion z.B. nach T. 
S Maniatis, E.F. Fritsch tmd J. Sambrook, ^Molecular Cloning: A La- 
boratory Manual'', Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har- 
bor, NY (1989) eingesetzt urn SPP kodierende Sequ^zen aus cDNA- 
Banken aus Tabak und Kartoffel (hergestellt nach Standardmethoden 
laber den lambda- ZAP-Kit von Stratagene) zu isolieren. Dabei konn- 
10 ten zwei unterscliiedliche Klone aus der Tabak cDNA Bank (SEQ ID 
N0:1, SEQ ID NO: 3) und ein Klon aus der cDNA-Bank aus Kartoffel 
(SEQ ID NO: 5) isoliert werden. De'r Kartof f elklon wurde durch RACE 
PGR komplettiert (hergestellt nach Standardmethoden Ober den 
Clontech "SmartTM RACE cDNA Amplification Kit") • 

15 

Beispiel 2 - Erzeugung des Plasmids pBinNtSPP-RNAi 

Die in vivo-Bedeut\ing der SPP-Aktivitat wurde durch gezielte Sup- 
pression der SPP Genexpression in transgenen Pflanzen analysiert. 
20 Zur Erstellung eines hierf-Qr geeigneten Konstruktes basierend auf 
der SEQ ID N0:1 wurde zxinachst das erste Intron .der GA20-Oxidase 
aus Solanum tuberosuin . (StGA20oxIN, SEQ ID NO: 7) unter VeziA/endung 
der Primer 

25 GAIN-1 5'-CCT GCA GGC TCG AGA CTA GTA GAT CTG GTA CGG ACC GTA CTA 
CTC TA-3 ' \2nd 

GAIW-2 (5'-CCT GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CTA TAT AAT TTA 
AGT GGA AAA-3 ' ) 

tiber PGR nach Standardtbedingungen (z.B. nach T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook, ^'Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989)) amplifiziert, so dass am 5'Ende die Schnittstellen PstI/ 
35 Sbfl-Xhol-Spel-Bglll sowie am 3'Ende die Schnittstellen BamHI- 
Xbal-Sall-Pstl/Sbfl angefagt wurden. Das erhaltene PCR-Fragment 
wurde in einen pCR-Blunt Vektor subkloniert (pCR-Blunt-GA20) und 
nach einem StuI^Verdau ^Blunt-end^^ des pCR-Blunt-GA20- in einen 
pUC18 Vektor ligiert, der vorher durch einen EcoRI/Hindlll-Verdau 
40 geoffnet und durch PFU-Polymerase gema£ Herstellerangaben? aufge- 
ftillt wurde. Der so erhaltene Vektor pUC-RNAi wurde als Template 
in einer PCR nach Standardtbedingvingen (z.B. nach T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, **Molecxilar Cloning: A Laboratory 
Manual'', Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
45 (1989)) unter VerwBnduxig der Primer 
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FB228 5'-GGA TCC ATG GAT CAG CTA ACC AGT GCC -3' tznd 

FB229 5-GTC GAG TAG CAT TAG ACC ATA ACA CAT C -3 ' 

5 eingesetzt, wobei ein mit endstandigen BamHI/Sall Restriktions- 
schnittstellen versehenes 660 bp Fragment der SEQ ID NO:l (bp 
1-660) airiplif iziert wurde. Das an^lif izierte Fragment (NtSSP2) 
wurde znnachst in antisense-Orientienmg (a) in den Bglll/Xhol 
geoffneten pUC-RNAi kloniert (ergibt Vektor pUC-RNAi-aNtSSP2) . 
10 AnschlieSend wurde da's, gleiche Fragment liber BamHI/Sall in sense 
Orientierung in den yektor pUC--RNAi-aNtSSF2 kloniert (ergibt Vek- 
tor pUC-RNAi-aNtSSP2-StQA20oxIN-sNtSSP2).. Die hierbei entstandene 
Kassette wurde uber PstI aus dem Vektor pUC-RMAi- 

aNtSSP2-St:GA2 0oxIN-sNtSSP2 in einen Sbfl geschnitteneh BinAR li- 
giert, wodxirch das Plasmid pBiiiNtSPP-RNAi erhalten wu3rde. 

Beispiel 3 - Transformation und Analyse von Tabakpf lanzen 

Das Konstrukt pBinNtSPP-RJSTAi wurde nacli Deblaere et al . (Nucl. 

20 

Acids. Res. 13 (1984), 4777-4788) in den Agrobacteriiam tximefaciens 
Stamm C58C1 :pGV2260 transf ormiert und unter Streptomycin/ Spec ti- 
nomycin-Selektion inkubiert. Zur Transformation von Tcdaakpf lanzen 
der Sorte Nicotiana tabacum cv. Samsun mit dem Konstrukt 
2^ pBinNtSPP-RNAi wurde eine- in YEB-Medium (5g/l beef extract, lg/1 
yeast extract, 5g/l peptone, 5g/l sucrose, pH 7,2) auf OD500 = 
0.8-1.6 verdtinnte xJbemachtkultur einer positiv trans formier ten 
Agrobakterienkolonie ^Denutzt . Nach 5-10 Minuten Inkubation ste- 
riler Blattscheiben der Pf lanzen (zu je ca. 1 crcfi) in einer Petri- 
scbale mit der auf ODsoo = 0.8-1.6 verdimnte Ubemachtkultur der 
Agrobakterien folgte eine 2-tagige Inkubation in Duinkelheit bei 
25<^C auf Murashige-Skoog Medium (nacb Mtirashige-Skoog, Physiol. 
- Plant. 15 (1962), 473) mit 2% Saccharose (2MS-Medium) mit 0,8 % 
Bacto-Agar) . Im AnschliiS wurde die Kultivienmg fur/iiber einen 
Zeitraum von mehreren Wochen mit 16 Stunden Licht/8 Stunden Dun- 
kelheit weitergef tthrt . Die Blattscheiben/Calli wurden wOchentlich 
auf frisches MS-Medi\am mit 500mg/l Claforan (Cef otaxime-Natrium) , 
50mg/l Kanamycin, lmg/1 Benzylaminopiarin (BAP), 0,2mg/l Naphty^ 
lessigsaure und l,6g/l Glukose umgesetzt. Wachsende Sprossen wur- 
den auf MS-Medium mit 2% Saccharose, 250 mg/1 Claforan und 0,8 % 
Bacto-Agar tiberfiihrt \and im AnschluS auf 2MS-Medi\jm mit Kanamycin 
und Claforan selektiert. Die auf diese Weise erhaltenen transge- 
nen Pflanzen wurden in Erde gesetzt und ftir 2-20 Wochen im Ge- 
wachshaus auf die Auspragung von Phanotypen beobachtet. Dabei 
^ - stellte sich heraus, dass die transgenen Pflanzen deutliche Wach- 
stumsretardierungen, chlorotische Blatter und vereinzelt Nekrosen 
aufwiesen, Durch halbc[U5intitative ?CR konnte gezeigt werden, das 
in Pflanzen mit diesen Ph&aotypen in unterschiedlichem Mass die 




# 
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Expression der SPP unterdrtickt war, wodurch. der Zusammenliaiig zwi- 
schen Pf lanzenwachstum und SPP-Expression gezeigt wurde. 

20jJ,g Gesamt-RMA von ausgewahlten Linien (Linien 10, 16, 18, 31) 
5 sowie von einer nicht-transgenen Kontrollen (WT) wurde zixnachst 
mit DNase {Bohringer Mannheim) bei 31^C fur 45 min verdaut und 
diese anscliliessend fiir 10 inin bei 65°C inhibiert. Nach Phenol/ 
ChorofozTa/Isoamylalkohol (25:24:1) Behandlung wurde die RNA mit 
Natriumacetat gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und in lOOp.1 
10 DEPC-behandeltem H20. gelost. Die cDNA JErststrahgsynthese- wurde in 
einem Ansatz mit 12,;5jxl DNase behandelter: RNA, 5}Xl 5x Reaktions- 
Puffer, 2\Xl dNTPs (2,5 mM) , Ijxl Oligo -dT Primer (50 mM, dT[30]V[G/ 
C/A] ) und 2,5jil DEPC-behandeltem. H2O riach Inkubation fiir 5 min bei 
650C, dann fur 5 min bei ST^C schliesslich nach Zugabe von Ijil Re- 
15 verser Transkriptase (Moloney Miarine Leukemia Virus Reverse 

Transkriptase, Rnase H Minus, M-MLV [H-] , Promega) und lp.1 RNAse- 
Inhibitor bei 37oC (60 min) durchgef iihrt . Nach Hitzeinaktivierung 
ftir 5 inin bei 95<=>C wurde die cDNA als Matrize fiir die anschlies- 
sende PGR eingesetzt. NtSPP cDNA wurde mit dem 5< Primer CS36 
20 (5'-GTT AGT GTT CTC AAC TGG GAG ATC ACC-3 ' ) lond dem 3' Primer 
CS37 (5'-CCC ATT TCT TGA AAC TCA CTA ACC ATG A-3/ ) , der interne 
Standard Actin wtarde lait dem Primerpaar D2O2 (5' -ATG GCA GAG GGT 
GAG GAT ATT CA-3 ' ) und D203 (5'-GCG TTT GCA ATC CAC ATC TGT 
TG-3/) aaplifiziert (wie ACl und AC2, Romeis et al . 2001, EMBO J 
25 20: 5556). Die PCR-Ansatze (Gesamtvolumen lOOp.1) setzten sich wie 
folgt zusammen: 70}ll H2O, 5pil CS36 5 'Primer (SpM) , S\xl 3' Primer 
CS37 (SjJM) , 8|Xl dNTPs"' (2,5 mM) , lOjxl lOx Reaktions-Puf f er , Ifxl 
cDNA und 5 U rTaq DNA Polymerase (Takara Sbouzo, Japan) . Vor Be- 
ginn der Amplif ikationszyklen wurden die Ansatze- fiir 5 min auf 
950C erhitzt. Die Polymerisieningsschritte wurden in einem automa- 
tischen TS-Thermocycler (Biometra) nach folgendem Programm durch- 
gefiihrt: Denaturierung 95<=>C (1 min), Anlagerung der Primer bei 
550C (45 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72oC (2 min). Nach 25, 
30, und 45 Zyklen wurden jeweils lOp.! des PCR-Ansatzes auf ein 
35 Gel aufgetragen. Das Ergebnis zeigt im nicht-gesattigten PCR-Be- 
reich (35 Zyklen) bei Verwendung der NtSPP-spezif ischen Primer 
nur die Amplif zierung von Produkten in den Wildtyp-Kontrollen -and 
nicht in 3 der 4 transgenen Linien, was auf sehr effizientes "Si- 
lencing" schliessen lasst. Die PGR mit den Actin spezif ischen 
40 Primem hingegen zeigt dim ungesattigten Bereich bei 35 Zyklen 
gleichmassige DNA-Banden, was den Einssatz vergleichbarer Mengen 
an eingesetzter Matrize^TDelegt . 



Beispiel 4 - Herstellvmg von Konstrukten fiir die SPP Expression 
^2 in E. coli 
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Zur Escpression der SPP2 aus taJbaccuzn in E. coll wurde SEQ ID 
N0:1 tiber PGR unter Veanhrendung der Primer 

FB228 5'-GGA TCC ATG GAT GAG CTA ACC AGT GCC -3' 

5 

SPPr 5*"GTC GAG GTA AAA GAA CCA GGA CGC GGA GTG AGT-3 ^ 

und der cDNA-Bank aus Nicotiana tabacum als Ten^late amplifi- 
ziert, wobei die Primer eine BamHI bzw. Sail Erkennungss telle in 
10 die Secjuenz einfiihreh, . Das so erhaltene Fragment wurde nach der 
Ligation in den Vektor pCR-Blunt tiber 'Banttll \md Sail ausgeschnit- 
ten und in den ebenf^-lls mit BamHI und Sail gespaltenen pQE-9 
Vektor ligiert (Konstrukt pQE-Jy^tSPP2 ) ; 

Beispiel 5 - Expression der NtSPP2 in E. doli 

Die Expression des rekombinanten Proteins erfolgte nach Herstel- 
lerangaben (Qiagen, Hilden, Deutschland) in einem KulturmaBstab 
von 50 ml. Nach Emte der Zellen durcb Zentrifugation wurde das 
20 Prazipitat in 1 ml 30 mM HEPES KOH (N-2-Hydroxyetliylpiperazin- 
N'-2-ethansulfonsaure) (pH 7,5) resuspendiert und die losliche 
Proteinfraktion dvirch Ultraschallbebandlung freigesetzt und der 
nach Zentrifuagion erhaltene Uberstand zur Bestimmung der Enzy- 
maktivitat eingesetzt. 

25 

Beispiel 6 - Bestiumnrung der Aktivitat von SSP 

Der Nachweis von SPP Aktivitat in Proteinextrakten erfolgt tiber 

• die Erfassung des vom Enzym aus Saccharose-6-phosphat freigesetz 
ten anorganischen Phosphates nach Lunn et al. (2000, Procl.. Natl 
Acad. Sci. USA 97: 12914) . Dazu werden Enzymextrakte in einem Re 
^ aktionsansatz enthaltend 1,25 mM Saccharose-6-phosphat und 8 mM 
MgCl2 in 25 mM HEPES-KOH, pH 7.0, in einem Gesamtvolumen von 300 
[Xl bei 30 ""C inkiibiert. Durch Zugabe von 30 Jil 2M Trichloressig- 
35 saure wird die Reaktion abgestoppt. Das wShrend der Reaktion aus 
S-6-P freigesetzte Orthophosphat wird unter Verwendxmg des Ascor 
bat-iUnmoniummolybdat-Reagenzes (nach Ames 1966, Methods Enzymol . 
a, 115) quantif iziert . Der Nachweis wurde in miniaturisierter 
Form, wie z.B. in 96well und 384well Mikrotiterplatten durchge- 
40 ftihrt. 



-45 



BASF Akt:lenge1Klsc±ia£t 2002041S PF 53772 DS 



S^ccliarose-6-Pliosphat Phospliatase als Target fiir Herbizide 
Zus ammenf as sung 

5' 

Die vorliegende Erfindiang betrifft die Vearwendung eines Polypep- 
tides mit der biologischen Aktivitat einer ,Sacchar*ose-6-Pliospliat 
Phosphatase, welches bei Nichtanwesenheit Wachstumsretardiemngen 
sowie chlorotische Blatter bedingt \md durch die Nxikleinsaurese- 
10 quenzen SEQ ID NO:l, SEQ 2D NO: 3, SEQ ID NO: 5 oder ein funktio- 
nelles Equivalent SEQ ID N0:1, SEQ ID-N0:;3 oder SEQ ID NO: 5 ko- 
diert wird, als Target fur Herbizide. Des weiteren betrifft die 
vorliegende Erfindung die Verwendung des vorstehend genannten Po- 

• lypeptides in einem Verfaharen zvir Identif izierxmg von Verbindun- 
15 gen mit herbizider oder wachsttunsregulatorischer - Wirkung, welche 
Saccharose- 6-Phosphat Phosphatase inhibieren. Des weiteren be- 
trifft die Erfindung die Veirwendung dieser iiber das Verfahren* 
identif izierten Verbindtmgen als Herbizide oder Wachstuinsregula- 
toren . 



25 
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SEQOENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiexigesellschaft 

<120> SacchcLrose-6-Phosphat Phosphatase als Tajrget ftir 
Herbizide 

<130> 20020415 

<140> ' . . ^. 

<141> 

<160> 7 . ^ 

<170> Patentin Ver. 2.1 • - - 

<210> 1 • ; 
11> 1278 
2> DNA 

3> Nicotiana tabacum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1275) 

<400> 1 

atg gat cag eta acc agt gcc gca cgt etc atg ata gtc tea gat eta 48 

Met Asp Gin Leu O^hr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
1 5 10 15 ' 

gac cat aca atg gta gat cat eat gat gee gag aac ctt tct ctg ctt 96 
Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ala Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

aga ttt aat get tta tgg gag gcg aat tat cgt gat- aac tct ttg tta 144 
Phe Asn Ala Leu Tzp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 





gtg tte tea act ggg aga tea ect aca ctt tac aag gag ttg agg aaa 192 
Vai Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu T?yr Lys Glu Leu Arg Lys 
r 50 55 60 

gaa aag cce atg eta ace cea gat att act att atg teg gtg gga act 240 
Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

gaa ata aca tat ggt aac tct gtg gtg cct gat gat ggt tgg gaa get 288 
Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ser Val Val Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 

ttt eta aat aac aag tgg gac aga aag ata gta aca gag gag act age 336 
Phe Lau Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys He Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 

•^ag ttt cct gaa etc act eta cag tea gaa acg gag cag cga cea cac 384 
Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 
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aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gac aaa gca caa gat ata atg aaa 432 
r*ys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp lie Met Lys 
130 135 140 

act ctt tec aag cgc ttc gaa gaa cgt ggg ctg gat gtc aaa ata att 480 
Thr Leu Ser Lys Arg Phe Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys lie lie 
145 . 150 155 - 160 

tac agt gga ggc atg gat .eta gat ata tta cca caa ggt get ggc aaa 528 
Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

gga caa gca ctt gca tat ttg ctt aag aaa ttg "aag "agt gag gga aaa 576 
Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu iys Ser Glu Gly Lys 
180 1-85 190 

ta cca aac aac ace ctt gcc tgt ggt gac tct ggg aat gat get gag 624 
eu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

eta ttc agt ate -eca gat gtg tat ggt gta atg gta get aat gca cag 672 
' Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

gag gaa tta ttg caa tgg cat get gca aat gcg aag aat aat cct aaa 720 
Glu Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn Pro Lys 
225 230 235 240 

gta att cat gca aca gag agg tgt get gcc ggt ate ata caa get att 7 68 
Val He His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

ggt cat tec aac eta ggt cca agt ace tec cct aga gat gtt atg gat 816 
ly His Ser Asn Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Met Asp 
260 265 270 

ttg tea gac tgc aag atg gag aac ttt gtt ccc gee tat gaa gtt gtc 864 
fceu Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
Z 275 280 285 

aaa ttt tac eta ttt ttt gag aaa tgg agg cgt gga gaa att gag cat 912 
Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu His 
290 295 300 

tct gag eat tac ctg tea aac ctt aaa gca gtg tgt aga cca tct ggt 960 
Ser Glu His Tyr Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

act ttt gtc cac cca tec ggt gtt gag aaa tec etc cag gaa tgt gta 1008 
Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu Cys Val 
325 330 335 

•act tta ttc ggg aca tgt cat ggt gac aaa cag ggg aaa caa ttt cgt 1056 
Thr Leu Phe Gly Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 




J 
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att tgg gtc gat caa gtt tta cct gta cag gtt ggt teg gac tea tgg 1104 
lie Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Val Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 

tta gtg agt ttc aag aaa tgg gag etc tct ggt gaa gac agg cga tgt 1152 
Leu Val Ser Phe Lys Lys T2rp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Arg Arg Cys 
370 375 380 

tgc ata act aca gtc eta tta agt tea aag aat aag act gtc gea gat 1200 
Cys lie Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

gga etc act tgg ace eac gta cat cag aca tgg jctg-aat gga get gea 1248 
Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Asn Gly Ala Ala 
405 410 415 



agt gac tec gcg tec tgg ttc ttt tag 1278 
Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 



<210> 2 
<211> 425 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 

f 

<400> 2 

Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
1 5 10 15 

Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ala Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 

Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

IgIu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp He Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

Glu He Thr Tyr Gly Asn Ser Val Val Pro Asp Asp Gly Tirp Glu Ala 

85 90 95 

Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys He Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 

Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 

Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp He Met Lys 
■ 130 135 140 




Thr Leu Ser Lys Arg Phe Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He He 
1^5 150 155 160 



# 

LlsSlia: 
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Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp lie Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 

Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

Leu Phe Ser lie Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

Glu Glu Leu Leu Gin Trp liis Ala Ala Asn Ala JLyslAsn Asn Pro Lys 
225 230 235 - " 240 

Val lie His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly -lie Xle Gin Ala lie 
245 250 255 

Gly His Ser Asn Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Met Asp 
260 265 270 

Leu Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu 11^ Glu His 
290 295 300 

Ser Glu His Tyr Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu Cys Val 
325 330 335 

^hr Leu Phe Gly Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 

lie Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Val Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 

-Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Arg Arg Cys 
370 375 380 

Cys lie Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Asn Gly Ala Ala 
405 410 415 

Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 

<210> 3 
/s<211> 1278 
••<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1275) 

<400> 3 

atg gat cag eta acc agt gcc gca cgt etc atg ata gtc tea gat ctt 48 
Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
1 5 . 10 15 

gac cat acc atg gtt gat cat cat gat cct gag aac ctt tct ctg ctt 96 
Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Pro Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 .25 . - 30 

agg ttt aat get tta tgg gag gee aat tat cgt 'gaa'aac tec ttg tta 144 
Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg .Glu Asn Ser Leu Leu 
35 40 • '45 



ttc tea act ggg aga tea cct acc ctt tac aag gag ttg aga aaa 192 
"kl Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

gag aag cec" atg eta acc cea gat att acc att atg tct gtg ggg act 240 
Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp He Thr He Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

gaa ata act tat ggt aac tct atg gag cea gat gat ggt tgg ^aa gca -288 
Glu He Thr Tyr Gly Asn Ser Met Glu Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 

ttt tta aat gat aag-^g gat egg aaa ata gtg aca gag gag aca age 33 6 
Phe Leu Asn Asp Lys Trp Asp Arg Lys He Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 

aaa ttt cct gaa etc acc ctt cag tea gaa aca gag cag ega cea cac 384 
Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr"^lu Gin Arg Pro His 
H5 120 125 




aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gac aag get caa gat ata aeg gga 432 

LyS Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp He Thr Gly 
^ 130 135 140 

act ctt tec aag cgc ttg gaa gaa cgt ggg ttg gat gtc aaa ata att 480 

Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He He 
145 150 155 160 

tat age gga ggg atg gat ttg gac att ttg cea caa ggt get ggc aaa 528 
Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gln^^y Ala Gly Lys 
165 170 175 

gga cga gca ctt gca tat ttg ctt aag aaa tta aag agt gag ggc aag 576 
Gly Arg Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 

•tta cea aac aac aeg ctt gcc tgt ggt gac tct gga aat gat get gag 624 
Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 
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ctt ttc agt ate cca gat gtt tat ggt gtg atg gta gcg aat gca cag 672 
Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
.210 215 220 

gag gag tta tta caa tgg cgt get gca aat gca aaa gat agt cca aaa 72.0 
Glu Glu Leu Leu Gin Trp Arg Ala Ala Asn Ala Liys. Asp Ser Pro Lys 
225 230 235 240 

gta att cat gca aca gag aga tgt gcc gcg ggt ata ata caa gca att 768 
Val He His. Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

ggg cat ttc aac ctg gga cca aat acc tct cct iga-gat gtt aca gat 816 
Gly His Phe Asn Leu Gly Pro Asn Thr Ser Pro Arg 'Asp Val Thr Asp 
260 265 • 270 

tg tea gac tgc aag atg gag aat ttt gtt cct get tat gaa gtc gte 864 
et Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

aaa ttt tac ttg ttt htc gag aaa tgg agg cgt gga gaa att gag aat 912 
Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu Asn 
290 295 300 

tct gac ctt cac ttg tea aac ctg aaa gca gtt tgt aga cca tec ggt 960 
Ser Asp Leu His Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

act ttt gtg cac cca tct gga gtt gag aaa tat ctt gag gac tgc ata 1008 
Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Tyr Leu Glu Asp Cys He 
325 330 335 

aat aca ttg aga act tgt cac ggt gac aaa cag ggt aaa caa ttt cgt 1056 
Asn Thr Leu Arg Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 

"att tgg gtt gat eta gtg tta cct aca cag gtt ggt tea gat tea tgg 1104 
lie Tirp Val Asp Leu Val Leu Pro Thr Gin Val Gly Ser Asp Ser Turp 
2 355 360 365 

tta gtg agt ttc aag aaa tgg gag ctt tgt ggc gaa gag cga caa tgt 1152 
Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Cys Gly Glu Glu Arg Gin Cys 
370 375 380 

tgc ata act act gtc ttg tta agt tea aag aat gtg acg gte gcg gat 1200 
Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Val Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

ggg etc act tgg aca cat gtg cat cag act tgg ctg cag gga gca gca 1248 
Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Gin Gly Ala Ala 
405 410 415 

•gca agt gac tec gcg tee tgg ttc ttt taa 1278 
'Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 



20020415 W 53772 ^ 




BASF Akt:iengesells3iP£t: 20020415 



<210> 4 
<211> 425 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 
<400> 4 

Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
1 5 10 ■ 15 

Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Pro Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Glu -Asn Ser Leu Leu 
35 "40 " ' 45 

Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr 'Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 - 60 

u Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

Glu* He Thr Tyr Gly Asn Ser Met Glu Pro, Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 

Phe Leu Asn Asp Lys Trp Asp Arg. Lys He Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 ' 

Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 

Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp He Thr Gly 
130 135 140 

Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He He 

150 155 160 

Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

-Gly Arg Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 

Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

Glu Glu Leu Leu Gin Trp Arg Ala Ala Asn Ala Lys Asp Ser Pro Lys 
225 230 235 240 

Val He His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

Gly His Phe Asn Leu Gly Pro Asn Thr Ser Pro Arg Asp Val Thr Asp 
260 2§5 270 
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Met Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu Asn 
290 295 300 

Ser Asp Leu His Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Tyr Leu Glu. Asp Cys lie 
325 330 . 335 

Asn Thr Leu Arg Thr Cys His Gly Asp Lys Gin -Gly- Lys Gin Phe Arg- 

340 : 345 : : 350 

He Trp Val Asp Leu Val Leu Pro Thr Gin Val -Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 * ' 365 

.eu Val Ser Phe Lys Lys 'Trp Glu. Leu Cys Gly Glu Glu Arg Gin Cys 
370 375 380 

Cys He Thr Thr Val Leu Leu S^r Ser Lys Asn Val Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Gin Gly Ala Ala 
405- 410 415 

Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp' Phe Phe 
420 , 425 

<210> 5 
<211> 1642 
<212> DNA 

<213> Solaniam tuberosum 




:220> 

21> CDS 
:222> (70).. (1344) 



r:400> 5 

-acacaaaaaa gatttcattt ttttgtttcc ccaattccca tttcaggttg aagccaattt 60 

acatcaatc atg gat egg eta acc agt get gca cgt etc atg ata gtc tea 111 
Met Asp Arg Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met He Val Ser 
1 5 • 10 

gat ctt gae eat aea atg gta gat cat eae gat tec gag aac ett tet 159 
Asp Leu Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ser Glu Asn Leu Ser 
^5 20 25 30 

ctg ctt agg ttc aat get tta tgg gaa gcc aat tat cgt gat aac tet 207 
Leu Leu Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser 

35 40 45 

•ttg tta gtg ttc tet act ggg aga tea cet aca ctt tac aag gaa tta 255 
Leu Leu Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu 
50 55 60 




BASF AktiengesellsSlEft 20020415 PF 53772 DB 



agg aaa gaa aag ccc atg eta acc cca gat att aca att atg tct gtg 303 
Arg Lys Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val 
65 70 75 

gga act gaa ata aca tat ggt aac get atg gtg cct gat gat ggt tgg 351 
Gly Thr Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ala Met V^l Pro Asp Asp Gly Tip 
80 85 90 

gaa aca ttt ctg aat aac aag tgg gat aga aag ata gta aca gag gag 399 
Glu Thr Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu 
95 100 105 110 

aca age aag ttt cct gaa etc agt ctg cag tea -gaa- aca gag cag ega 447 
Thr Ser Lys Phe Pro Glu Leu Ser Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg 
115 120 • 125 

cac aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gag aaa get caa gat ata 495 
His Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Glu Lys Ala Gin Asp lie 
130 135 140 

atg aaa act ctt tec ^g cgc ttg gaa gaa cgt ggg ctg gat gtc aaa 543 
Met Lys Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val* Lys 
145 150 155 

ata att tac agt gga ggg atg gat eta gat ata tta cca cag gigt get 591 
lie He Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala 
160 165 170 

ggc aaa gga. caa gea ctt gca tat ctg ctt aag aaa ctg aag age gag 639 • 
Gly Lys Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu 
175 180 185 190 

gga aaa tta cca age aac acc ctt gee tgc ggc gae tec ggg aat gae 687 
Lys Leu Pro Ser Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp 
195 205 

^et gaa tta ttc agt ate cca gat gtg tat ggt gta atg gta get aat 735 
. Ala. Glu Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn 
r 210 215 220 

gcg cag aag gaa tta ctg cag tgg cat get gca aat gca aaa aat aat 783 
Ala Gin Lys Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn 
225 230 235 

ccc aaa gta att cat gca tea gag agg tgt gee gee ggt ate ata caa 831 
Pro Lys Val He His Ala Ser Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin 
240 245 250 

gee att ggt cat ttc aaa eta ggt cca agt acc tec cca aga gae gtt 879 
Ala He Gly His Phe Lys Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val 
255 260 265 270 

•aeg gat ttg tea gat tgc aag atg gae aac ttt gtt cct gee tat gaa 927 
Thr Asp Leu Ser Asp Cys Lys Met Asp Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu 
275- 280 285 




BASF Aktiengesell^iiaft 20020415 PF 53772-DS 

10 

gtt gtc aaa ttt tac ctg ttt ttt gag aaa tgg agg cgt gga gaa att 975 
Val Val Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu lie 
290 295 300 

gag cat tct gag cat tat ctg cca aac ctg aaa gca gtg tgt ata cca 1023 
Glu His Ser Glu His OTyr Leu Pro Asn Leu Lys Ala Val Cys lie Pro 
305 310 315 

tct ggt act ttt gtt cac cca tct ggt gtt gag aaa tec ctt cag gaa 1071 
Ser Gly Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu 
320 325 330 

tgt gta act tea ttc gga a'ca tgt cat get gac 'jaag'.cag ggg aaa caa 1119 
Cys Val Thr Ser Phe Gly Thr Cys His Ala Asp Lys Gin Gly Lys Gin 
335 340 345; 350 

at qgt gtt tgg gtc gat caa gtt tta cct tea cag gtt ggt tea g-ac 1167 
Tyr Arg Val Tarp Val Asp Gin Val. Leu Pro Ser Gin Val Gly Ser Asp 
355 360 365 

tea tgg tta gtg agt ttc aag aag tgg gag etc tct ggt gaa gac atg 1215 
Ser Trp Leu Val Ser Phe Lys Lys Tzp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Met' 
370 375 380 

cga tgc tgc ata ace aca gtc eta tta agt tea aag aat aag act gtt 1263 
Arg Cys Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val 
385 390 395 

gca. gac ggg etc act tgg act cac gta cat cag aca tgg ctg cac ggt 1311 
Ala Asp Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu His Gly 
400 40*5 410 



m 



at gca gca agt gac tec gca acc tgg ttc ttt tagattgtca tctcagtgta 13 64 

p Ala Ala Ser Asp Ser Ala Thr Trp Phe Phe 
15 420 -425 



-fetaactetga aaattccgca ccccttttac cagttcacac ecagaataaa cacaacatae 1424 
aaactatagt tgataatcaa tgtattaact ttctccttct ttgataatca atgtattgcc 1484 
atetaaacca gtgaagatgg etttatcttt tgtgtagtat aaagaattat attagtatea 1544 
tagttgttct tgtatttgat tcagaattca agatgagatt gttgcaaatt gctgcatatt 1604 
taagttteca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa 1642 

<210> 6 
<211> 425 
<212> PRT 

<213> Solanuia tuberosum 
.<400> 6 

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met He Val Ser Asp Leu 
^5 10 15 
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Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ser Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 
35 40 . 45 

Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
^5 70 75 80 

Glu He Thr Tyr Gly Asn Ala Met Val Pro Asp Asp. Gly Trp Glu Thr 

85 • 90 ' " 95 



^^e 



lie Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys He Val ■Hir Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 



Phe Pro Glu Leu Ser Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 




Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Glu Lys Ala Gin Asp He Met Lys 
130 135 140 

Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He He 
^^5 150 155 '. 160 

Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 

Leu Pro Ser Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
. 210 215 220 

Jays Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn Pro Lys 
225 230 235 240 

Val He His Ala Ser Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

Gly His Phe Lys Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Thr Asp 
260 265 " 270 

Leu Ser Asp Cys Lys Met Asp Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu His 
.. "290 295 300 

Ser Glu His Tyr Leu Pro Asn Leu Lys Ala Val Cys' He Pro Ser Giy 
305 310 315 320 
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Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu -Cys Val 
325 330 335 

Thr Ser Phe Gly Thr Cys His Ala Asp Lys Gin Gly liys Gin Tyr Arg 
340 145 350 

Val. .Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Ser Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 

Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Met Arg Cys 
370 375 380 

Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn iys'-Thr Val Ala Asp 
385 390 • 395- " 400 

Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp -Leu His Gly Asp Ala 
405 410 415 

Ala Ser Asp Ser Ala Thr Trp Phe Phe 
420 425 

<210> 7 
<211> 199 
<212> DNA 

<213> Solanum tiiberosuiti ^ 
<400> 7 

gtacggaccg tactactcta ttcgtttcaa tatatttatt tgtttcagct gactgcaaga 60 
ttcaaaaatt tctttattat tttaaatttt gtgtcactca aaaccagata aacaatttga 120 
tatagagcca ctatatatat acatattctc gattatatat gtaaatgagt tacccttttt 180 
ttccacttaa attatatag 199* 




